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Sistemas somatosensoriales en anfibios INTRODUCCIÓN 1
Las funciones del sistema nervioso de los
vertebrados incluyen la percepción de distintos
estímulos del medio que les rodea, lo que permite la
elaboración de respuestas adecuadas para cada tipo de
situación, permitiendo así su relación con su entorno.
Los estímulos ambientales son captados por los
receptores sensoriales, encargados de transducirlos a
un código bioeléctrico de potenciales de acción
inteligibles para el sistema nervioso, y transportarlos
por medio de los nervios sensitivos o aferentes al
sistema nervioso central, el cual, después de procesar
y analizar la información en diversos centros
específicos, elabora respuestas que son conducidas a
través de los nervios eferentes hasta los órganos
efectores.
Introducción histórica
El filósofo y naturalista griego, Aristóteles
(322 a. de C.), describió los sentidos en su obra
Historia de ¡os animales, como las vías o los canales
a través de los cuales los animales perciben
información de su entorno. Propuso la existencia de
cinco sentidos comunes para la mayoría de los
animales, entre los que se encontraba el tacto,
actualmente considerado una parte integrante del
concepto de somestesia o información
somatosensorial.
El hecho de considerar las sensaciones
cutáneas como una entidad independiente y específica
se remonta a los estudios fisiológicos realizados a
principios del siglo XIX. (ver Sinclair, 1981), y a las
observaciones anatómicas realizadas por Belí (1811).
Posteriormente, Magendie (1822) demostró la
implicación de las raíces dorsales de los nervios
espinales en la transmisión de la información cutánea.
En estudios sucesivos, Múller (1840-42), retomando
la doctrina Aristotélica de los cinco sentidos,
introdujo el término ¡acto como la agrupación de las
diferentes sensaciones cutáneas. Sin embargo, durante
la década de 1840 a 1850, de acuerdo con Sinclair
(1981), varios autores comenzaron a establecer la
teoría de ¡a especificidad, al distinguir entre los
diversos aspectos de la información cutánea,
postulando la existencia de terminales nerviosos
específicos para cada sensación. Describieron los
criterios de irritabilidad selectiva, esdecir, cada tipo de
órgano sensorial podría ser excitado por un estímulo
en particular, que a su vez seria conducido por un
nervio concreto. Las citadas hipótesis fueron
corroboradas fisiológicamente (E lix, 1884:
Goldscheider, 1884, Donaldson, 1885). Blix (1884)
demostró que la estimulación específica de distintos
puntos con una localización concreta en la piel,
producía sensaciones de presión, calor, [rioo dolor: y
confirinó la especificidad anteriormente propuesta,
mediante lademostración deque cada punto responde a
una modalidad concreta de estimulación y no a otras.
Se localizaron puntos sensoriales que respondían
específicamente a variaciones térmicas, a estímulos de
presión o de dolor, y se observó que la densidad de la
distribución de cada uno de ellos variaba en función de
laregión corporal analizada (Blix, 1884, Ooldscheider,
1884: von Frey, 1896; Dallenbach, 1927).
Completando estas valoraciones, von Frey (1906,
1910) postuló la posibilidad de que cada clase de
punto sensitivo, podría estar asociado a un órgano
sensorial en panicular, que previamente había sido
identificado histológicamente (Krause, 1859,
Meissner, 1859, Ruffini, 1894), sin embargo, su
correlación ha sido corregida en estudios
8
Sistemas somatosensoriales en anfibios INTRODUCCIÓN 1
morfofuncionales
Coggeshall, 1991)
posteriores (ver Willis y especificidad de inervación de los diversos órganos
sensoriales por distintas fibras aferentes (Willis y
Coggeshall, 1991).
Como consecuencia de la transmisión
codificada de los estímulos en las fibras que inervan
los órganos sensoriales Adrian (1946), Sinclair (1955)
y Weddell (1955) propusieron la Teoría de los
patrones que sugiere que no es necesaria laexistencia
de vías o canales específicos para cada modalidad de
estimulación cutánea. Por el contrario, la especificidad
de la transmisión de los distintos estímulos, vendría
determinada por patrones espaciales y temporales de
codificación diferencial de la información, empleando
las mismas vías. Dicha teoría, sin embargo, ha sido
parcialmente rechazada a la luz de observaciones que
ofrecen evidencias de la existencia de fibras
morfológica y funcionalmente distintas, por ejemplo:
mielinicas o amielinicas; o con diámetros y
velocidades de conducción desiguales, encargadas de la
transmisión de los diferentes estímulos (ver Willis y
Coggeshall. 1991). La especificidad presente en las
vías anatómicas del sistema nervioso central, en
relación ala naturaleza de lainformación queprocesan
(Noordenbos y WaIl, 1976), apoya igualmente dicha
teroría, al demostrar que la información nociceptiva,
térmica, y algunos aspectos de la información tactil,
son transmitidos a través del cuadrante anterolateral de
la médula espinal, contrariamente a las sensaciones
mecánicas que ascienden por sistemas espinales
diferentes. Los resultados obtenidos en experimentos
realizados en humanos con técnicas de
microneurografia, consistentes en la evocación de
sensaciones mediante la estimulación de una única
fibra sensorial periférica, y la posterior identificación
de su campo receptivo y del estímulo necesario para
su excitación, apoyan igualmente la teroria de la
Consideraciones ~eneraIes sobre la
información somatosensorial
Existen diversas clasificaciones de la
información somática, atendiendo a criterios como la
naturaleza del estímulo, su procedencia y la posible
evocación de sensaciones.
La sensibilidad somatosensorial se divide en
información soniótica viscerale información soinótica
no visceral. La primera produce sensaciones
conscientes como el dolor visceral, la saciedad
producida por estímulos de distensión, así como la
percepción del grado de vaciamiento de las
vísceras; e información no consciente que participa en
la regulación del medio interno. La sensibilidad
somática no visceral consiste en la percepción de
estímulos básicos considerados como primarios, en
los que se incluyen los que conducen a sensaciones de
dolor, térmicas y los estímulos
mecanorreceptivos, que a su vez se dividen en
exteroceptivos -si provienen del exterior del
organismo (tacto-presión y temblor-
vibración)-, y en propioceptivos, -si se originan en
el interior del organismo como los responsables de las
sensaciones de posición y de movimiento
(cinestesia) de los miembros y de las articulaciones-
• Asimismo, la sensibilidad somática no visceral
incluye también la percepción de estímulos
secundarios más complejos, como el sentido espacial
y el reconocimiento de las formas, resultado de la
combinación e integración de la percepción de
9
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estímulos primarios (Mountcastle, 1973; Loewy y
Spyer, 1990; Willis y Coggeshall, 1991).
En términos generales, la información
somatosensorial puede clasificarse en especial y
general dependiendo de que ésta proceda de laregión
cefálica o del tórax y las extremidades
respectivamente. La información somática especial
ingresa en el sistema nervioso central a través de las
ramas sensitivas de algunos pares craneales (y, VII,
IX, X y XII), a diferencia de la información general
que lo hace a través de las raíces dorsales de los
nervios espinales.
En 1920 Head distinguió entre sensibilidad
epicrúica, cuando se trata de información inocua tactil
o de pequeñas variaciones ténnicas, y sensibilidad
protopdt¿ca para las aferencias nociceptivas o de
sensaciones de temperaturas extremas. Dicha
nomenclatura, actualmente en desuso (Willis y
Coggeshall, 1991), ha sido empleada para calificar y
diferenciar algunas vías centrales somestésicas de
manera incorrecta, debido a queen estudios posteriores
se ha demostrado que ambos tipos de información
están entremezclados a nivel de sistema nervioso
central.
Igualmente, Poggio y Mountcastle (1960;
1963) describieron los conceptos lemniscal y no
lemniscal con el fin de clasificar patrones diferenciales
de respuesta fisiológica en neuronas de los complejos
ventrobasal y posterior talámicos respectivamente.
Los autores supusieron que las neuronas del complejo
ventrobasal eran activadas por el sistema de la
columna dorsal-lemnisco medial, mientras que las del
complejo porterior lo eran a través del tracto
espinotaláinico (no lemniscal). Sin embargo, en
trabajos sucesivos (Hoivie y PerI, 1975) se ha
criticado dicha nomenclatura como consecuencia de
que tanto algunas de las neuronas que originan el
lemnisco medial, como las que proyectan a través del
tracto espinotalámico, comparten características que
fueron consideradas por Poggio y Mouncastle (1960>
como distintivas de ambos sistemas, y a que las dos
poblaciones neuronales inervan los complejos
ventrobasa] y posterior talámicos (Boivie y PerI,
1975).
El término de modalidad sensorial fue
introducido por Helmholtz (ver Horing, 1942) como
una clase de sensaciones cualitativamente continuas,
entre las que únicamente existen diferencias
cuantitativas como las que presentan dos sensaciones
tactiles con intensidades desiguales. En
contraposición, las diferencias presentes entre las
sensaciones correspondientes a modalidades
sensoriales distintas, por ejemplo el tacto y el oido,
son cualitativas. Aunque la información procedente de
la piel se consideró inicialmente de forma global
(Millíer, 184042), actualmente se distinguen diversas
modalidades sensoriales cutáneas: tacto-presión,
temblor-vibración, cosquilleo, calor, [rio, dolor,
picor; así como las subcutáneas propioceptivas que
incluyen el sentido de la posición y la cinestesia
(Willis y Coggeshall, 1991).
La transmisión de cada modalidad sensorial
en la somestesia depende de la activación y el
funcionamiento de una o varias vías anatómicas en el
sistema nervioso central. Recientemente, Willis y
Coggesliall (1991) han introducido el término de canal
sensorial que engloba todos los mecanismos
lo
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necesarios para la percepción de la información
relacionada con una modalidad sensorial, con la
posibilidad de incluir diversos tipos de receptores
sensoriales, vías anatómicas de transmisión de
información y regiones cerebrales encargadas de su
procesamiento.
MAMÍFEROS
Recentores periféricos en mamfferos
.
Los receptores de las distintas modalidades
sensoriales fueron inicialmente descritos por Belí
(1811) y Magendie (1822) como las prolongaciones
periféricas de las neuronas de los ganglios de las raíces
dorsales espinales, cuyas prolongaciones centrales se
ramifican en la médula espinal. Los receptores se han
clasificado en función de la naturaleza y el umbral del
estimulo o los estímulos necesarios para su
activación, así como por la morfología de sus
terminales en los tejidos periféricos, libres o
encapsulados, (PerI, 1992) y por las diferencias en
cuanto a su comportamiento electrofísiológico
(Koerber y Mendelí, 1992). Las células ganglionares
llevan a cabo la recepción de los estímulos, su
transducción en señales inteligibles, y la conducción
de las mismas hasta el sistema nervioso central (Peri,
1922) y se clasifican atendiendo a numerosos
parámetros.
Morfológicamente, mediante tinciones de
Nissl, se distinguen dos grupos de células
ganglionares, con la posibilidad de nuevas
clasificaciones, atendiendo aobservaciones con t¿nicas
de microscopia electrónica. Ambas poblaciones
neuronales se han descrito como células grandes que
se tiñen débilmente y células de menor tamaño que se
tiñen con mayor intensidad (Andres. 1961;
Lieberman, 1976; Duce y Kcen, 1977; Lawson,
1979; Rambourg y cols., 1983), debido asu diferente
contenido en orgánulos citoplásmicos (Yamadori,
1970; Duce y Keen, 1977). Las células grandes y
claras se caracterizan por su alto contenido en
neurofilamentos y por dar origen a fibras de tipo A.
Las células pequeñas y oscuras, por el contrario,
tienen un escaso contenido en neurofilamentos y
originan fibras de tipo C (ver Lawson, 1992).
Mediante técnicas inmunocitoquimicas y de
hibridación in rita, se han identificado una gran
variedad de neuronas ganglionares en cuanto a su
patrón de expresión de uno o varios péptidos.
enzimas, filamentos intermedios, neurohormonas,
monoaminas, proteínas ligantes de calcio, receptores
y oligosacáridos de superficie. Sin embargo, todavía
no existe una correlacción clara entre estas
subpoblaciones, definidas por su contenido
neuroquimico, y los distintos tipos funcionales de
células ganglionares, identificados según el destino de
su inervación periférica, o por su patrón de
terminación en la sustancia gris espinal (Rustioni y
Weimberg, 1989; Lawson, 1992; Hunt y cols.,
1992).
La velocidad de conducción del estímulo en
las fibras aferentes varia en relacción a su diámetro y a
su grado de mielinización. Según estos criterios,
existen fibras de tipo A, mielinizadas y de alta
velocidad de conducción, entre las que se distinguen
tres subgrupos (alfa. beta y delta) ordenadas de mayor
a menor según la velocidad de conducción y grado de
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mielinizacién (PerI, 1992). En contraposición, las
fibras C tienen menor diámetro, son amielinicas y
tienen una menor velocidad de conducción (Gasser,
1950, 1955). Las aferencias musculares, sin embargo,
se clasifican en los grupos 1, 11111 y IV ordenadas de
mayor a menor diámetro (Chang, 1948).
Generalidades sobre la médula esninal de
mamíferos: citoarouitectura y natrén de
terminación de las aferencias primarias
.
La sustancia gris de la médula espinal de
mamíferos ha sido dividida en diez regiones
denominadas láminas y numeradas dell al X (Rexed,
1952, 1954) atendiendo a criterios citoarquitectónicos
como el tainallo, el agrupamiento y la morfología
celular. Sin embargo, dicha subdivisión morfológica
no retieja unasubdivisión funcional (Fyffe, 1992).
A lo largo de todo el espesor del asta dorsal,
que incluye las láminas 1-VI de Raed (1952) se ha
descrito en cada segmento espinal, un mapa
somatotópico de representación de la superficie
corporal, correspondiente a un dermatomo
(Sherrington, 1898; Brown y cols., 1992), de forma
que cada raíz dorsal inerva una región corporal o
dermatomo diferente (Brown y Fuchs, 1975; Browny
cols., 1980; Light y Durkovick, 1984; Wilson y
cols., 1986). Dentro de este esquema de organización,
los nervios que inervan regiones adyacentes de la piel,
tienen proyecciones adyacentes en el asta dorsal
(Koerber y Brown, 1980, 1982). Según la hipótesis
de la somatotopía presinóptica (Brown y Finch,
1975), debeexistir una correlación entre laextensión
de los mapas de representación de cada región cutánea,
observados electrofisiológicamente, y la extensión de
las arborizaciones, en la médula espinal, de las
aferencias primarias procedentes de dicha región
corporal. Esta hipótesis parece cumplirse al menos en
el caso de las aferencias cutáneas (Brown y cols.,
1992), aunque podría ser igualmente válida en el caso
de las aferencias procedentes de otros tejidos.
El asta dorsal de la médula espinal se puede
dividir en tres regiones diferentes, en cuanto a la
naturaleza de sus aferencias, lo que podría reflejar su
organización funcional. En general, las aferencias
mielínicas, A delta, procedentes de los nociceptores
cutáneos terminan en las láminas 1, V y en la parte
externa de la lámina II. Las aferencias A beta,
procedentes de los mecanorreceptores cutáneos, se
arborizan en las regiones profundas del asta dorsal, que
incluyen las láminas III, IV y la zona interna de la
lámina II. Por último, las aferencias musculares de
tipo 1 y II. alcanzan las láminas VI, VII y IX y
ocasionalmente, la III y la IV (Brown y cols., 1977,
1978, 1980, 1981; Mamario y cols., 1978; Hongo y
cols., 1978; Isizuka y cols., 1979; Matsushita y
Tanami, 1983; ver Eyffe, 1992 para una revisión).
Las fibras C amielinicas terminan mayoritariamente
en la lámina II en el caso de los mecanoreceptores
cutáneos, mientras que las fibras C nociceptivas,
procedentes de receptores polimodales y de filo, se
arborizan principalmente en las láminas 1 y II y en
menor medida en la III y la IV. Por último, las
aferencias C de origen visceral terminan
separadamente en las láminas 1, II, y y X (Sugiura
1986, Sugiura y cols,, 1989). La región superficial
del asta dorsal fue identificada por Rolando (1824) a
consecuencia de su aspecto gelatinoso, incluye las
láminas 1 y II de Rexed (1952) y representa un centro
de procesamiento inicial de la información nociceptiva
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(Cerveró, 1989). En esta región superficial se
diferencian la zonamarginal y la sustancia gelatinosa
correspondientes a las láminas 1 y II respectivamente
(Cerveró e lggo, 1980). En esta zona
fundamentalmente convergen aferencias nociceptivas y
fibras amielinicas de tipo C. El asta dorsal inzermedia
formada por las láminas III y IV, recibe
mayoritariamente aferencias mielinicas procedentes de
mecanoreceptores cutáneos, mientras que las regiones
mós profundas del as¡a dorsal están inervadas por
aferencias musculares (Fyffe, 1992).
Proyecciones espinales ascendentes en
mamíferos
.
En vertebrados terrestres se ha descrito la
existencia de dos sistemas básicos de proyecciones
espinales ascendentes (Willis y Coggeshall, 1991). 1)
El Sistema columna dorsal-lemnisco medial,
constituido por nones primarios procedentes de
neuronas ganglionares espinales, así como por fibras
no primarias que forman el sistema postsináptico de
la columna dorsal. Ambos tipos de fibras ascienden en
el funículo dorsal hasta los núcleos de la columna
dorsal, situados en la placa alar del rombencéfalo
caudal, que a su vez originan el lemnisco medial que
asciende contralateralmente para alcanzar diversas
dianas rombencefálicas, mesencefálicas y tajámicas. 2)
El sistema ventrolateral, formado por fibras espinales
no primarias que ascienden a través del cuadrante
ventrolateral (funículos ventral y
ventrolateral), hasta la formación reticular, el
cerebelo (tracto espinocerebeloso ventral, ver Ito
(1984)>, el mesencéfalo (Yezierski, 1988>, el
hipotálamo (Burstein y cols, 1990; Dado y cols.,
1994) y el tálamo (Willis y Coggeshall, 1991).
Además, en mamíferos se ha descrito un
tercer sistema denominado espino-cervico-tald¡nico
compuesto por fibras no primarias espinales que
ascienden a través del funículo clorsolateral,
formando el tracto espinocervical que termina en el
núcleo cervical lateral. Dicho núcleo origina
proyecciones contralaterales que incluyen los tractos
cervicomesencefálico y cervicotalámico, que ascienden
a través del lemnisco medial hasta el mesencéfalo y el
tálamo respectivamente (Willis y Coggeshall, 1991).
Asimismo, en el funículo dorsolateral ascienden otras
proyecciones como los tractos espinocerebeloso dorsal
(Ito, 1984), espinohipotalámico y espinotalámico, y
el sistema espino-rombencefálico-talámico (Willis y
Coggeshall, 1991).
Los tres sistemas ascendentes están sujetos a
un control descendente, a través de proyecciones que
se originan en distintas regiones corticales y
talámicas. en el núcleo rojo, cerebelo, formación
reticular, complejo nuclear del rafe y diversos núcleos
rombencefálicos cocleares y vestibulares (ver Willis y
Coggeshall, 1991).
Funículo dorsal:
- Sistema Columna Dorsal-Lemnisco
Medial.
Dicho sistema está formado por las ramas
ascendentes de las aferencias primarias de todos los
niveles espinales, organizadas somatotópicamente; es
decir, la parte medial del funículo dorsal o fascículo
gracilis contiene las fibras originadas en niveles
espinales caudales a los niveles medios torácicos, que
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flnsmiten información procedente de las extremidades
inferiores y de las regiones caudales del torax, y
terminan en el núcleo graciUs, que ocupa las
posiciones más mediales dentro del complejo de los
núcleos de la columnadorsal. Únicamente un 20% de
las fibras primarias que entran en el fascículo gracilis,
ascienden hasta el rombencéfalo, mientras que el resto
terminan en el asta dorsal, la región intermedia y el
asta ventral de la sustancia gris espinal (alees y
Soler, 1951). Las fibras primarias que terminan en la
médula espinal, antes de penetrar en lasustancia gris,
ascienden diferentes distancias en el funículo dorsal,
dependiendo del tipo de receptor periférico y de la
naturaleza de la información transmitida (ver Willis y
Coggeshall, 1991). Las aferencias procedentes de
segmentos torácicos superiores y cervicales, que
transmiten información de las extremidades superiores
y de la región superior del tórax, ascienden en el
fascículo cuneatus, situado lateralmente en el funículo
dorsal, para terminar en el núcleo cuneatus localizado
en la región lateral del complejo nucLear de La
columnadorsal. En algunas especies de vertebrados se
ha descrito el núcleo de Bischoffen lalínea mediade
los núcleos de la columna dorsal que recibe que
información de la cola (Kappers y cols., 1936).
Las gerencias primarias espinales emiten
colaterales a distintos niveles rostrocaudales dentro del
mismo plano parasagital de los núcleos de la columna
dorsal, lo que permite establecer un mapa de
representación somatotópica de la superficie corporal,
que se mantiene constante en toda la extensión de los
núcleos (Willis y Coggeshall, 1991).
El funículo dorsal contiene, además de las
gerencias primarias, axones de neuronas situadas
fundamentalmente en las láminas espinales III, IV, V
y VI y en menor grado en las 1, IAl, y VII, que
proyectan a los núcleos de la columna dorsal, y
constituyen eldenominado sistema posisináptico de la
columna dorsal. Éste participa en la transmisión de
distintas modalidades de sensaciones y presenta un
ordenamiento somatotópico similar al de las
gerencias primarias espinales, es decir, las neuronas
localizadas en los niveles cervical y lumbar proyectan
a los núcleos cuneatus y gracilis respectivamente <ver
Willis y Coggeshall. 1991).
En los núcleos de la columna dorsal se
establece un mapa de representación sornatotópicoque
incluye el procesamiento de información
propioceptiva y exteroceptiva. En mamíferos los
núcleos de la columna dorsal presentan distintas
regiones citoarquitectónicas desde las que se organizan
sus diferentes eferencias. Éstas incluyen una
proyección descendente a la médula espinal, así como
un conjunto de proyecciones ascendentes,
fundamentalmente contralaterales, que constituyen el
lemnisco medial. Entre las dianas diencefálicas del
lemnisco medial se encuentran: la zona incerta, la
región existente entre los núcleos ventrolateral y
ventral posterior que recibe una proyección
fundamentalmente propioceptiva, la parte medial del
complejo posterior talámico, así como el núcleo
ventral posterolateral del complejo ventrobasal
talámico. Éste último recibe la proyección
cuantitativamente más importante, relacionada
fundamentalmente con la información tactil y en la
cual se produce una inversión espacial del mapa de
representación somática, presente en los núcleos de la
columna dorsal, de manera que las proyecciones del
núcleo gracilis terminan lateralmente a las procedentes
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del núcleo cuneatus (ver Berkley y cols., 1986; y
Willis y Coggeshall., 1991). Otras proyecciones del
lemnisco medial alcanzan laregión pretectal así como
el núcleo rojo, coliculo superior y núcleo
intercolicular en el mesencéfalo; el cerebelo; y
diferentes núcleos pontinos y de laoliva inferior en el
rombencéfalo (ver Willis y Coggeshall, 1991).
- Otras proyecciones.
Además de las proyecciones anteriormente
descritas, en relación con los núcleos de la columna
dorsal; Holbrook y Wilcox (1965) observaron en el
funículo dorsal de la cabra, mediante técnicas de
degeneración, gerencias primarias espinales que
sobrepasan rostralmente los núcleos de la columna
dorsal y ascienden a través del rombencéfalo hasta el
cerebelo, aunque su presencia no ha sido confirmada
en trabajos posteriores en otras especies de
mamíferos.
Igualmente se ha demostrado la existenciaen
el funículo dorsal del componente dorsal del tracto
espinoreticular, que consiste en una proyección
bilateral, originada principalmente en neuronas
situadas en las láminas 1 y X y en menor medida en
las láminas 11-1V y VII, y que termina en el núcleo
reticular dorsal (MeMahon y Wall, 1985; Lima,
1990; Lima y Coimbra, 1990; Ring y cols., 1990).
Funículo dorsolateral:
- Sistema espino-cervico-taUmico.
En mamíferos se ha descrito la existencia de
una vía bisináptica formada por los tractos
espinocervical y cervicotalámico <Morin, 1955;
Nijcnsobn y Kerr, 1975; Boivie, 1983). El tracto
espinocervical consiste en una proyección,
fundamentalmente ipsilateral, que se origina en
neuronas del asta dorsal situadas a lo largo de la
médula espinal en el núcleo propio, láminas II, IV y
y, y en niveles cervicales además en las láminas 1, VI
y VII. El tracto espinocervical asciende en el funículo
dorsolateral y termina en el núcleo cervical latera]
(Willis y Coggeshall, 1991). A lo largo de su
recorrido el tractoespinocervical emite colaterales que
alcanzan distintas dianas intraespinales, estableciendo
conexiones intersegmentarias (Snow y cols., 1976;
Rastad y cols., 1977; Jankowska y cols., 1979;
Maxwell y Koerber, 1986; Cao y cols., 1993). El
núcleo cervical latera] es una población neuronal
propia de segmentos cervicales superiores (CI-C3),
ventrolateral al asta dorsal, y segregada dentro del
funículo dorsolateral. Dicho núcleo organiza
proyecciones ascendentes contralaterales que alcanzan
las regiones somatosensoriales mesencefálicas y
talámicas, a través de los tractos cervicomesencefálico
y cervicotaJámico respectivamente, los cuales forman
parte del lemnisco medial (ver Willis y Coggeshall,
1991). El tracto cervicomesencefálico inerva
principalmente el núcleo intercolicular y las capas
profundas del coliculo superior, mientras que el
cervicotalámico termina mayoritariamente en el
núcleo ventral posterolateral y en la parte medial del
complejo posterior taUmico. El núcleo latera] cervical
origina también proyecciones descendentes a la
médula espinal (Svensson y cols., 1985b).
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- Tracto espinocereheloso dorsal.
En mamíferos el tracto espinocerebeloso
dorsal o tracto de Flechsig está formado por fibras
mielinicas que transmiten información sensorial
propioceptiva, procedente de husos muculares y
receptores tendinosos de Golgi de las extremidades
posteriores, asciende en la parte dorsal del funículo
dorsolateral y penetra en el cerebelo a través del
cuerpo restiforme (Yoss, 1952a), para terminar en
distintas regiones cerebelosas (Orant, 1962b; Manns,
1973; Matsushita y Okado, 1981; Ito, 1984). Dicha
proyección se origina en neuronas de la columna de
Clarke, situada en la base del asta dorsal en niveles
torácicos y lumbares (hasta L4). que reciben gerencias
desde los funículos dorsal y lateral así como de
neuronas del asta dorsal. Sin embargo, se han
descrito neuronas en niveles cervicales, que proyectan
al cerebelo, cuyos axones podrfan ascender a través dcl
funículo dorsolateral (Ito, 84).
- Sistema espino-romhenceraIico-tal~mico.
El sistema espino-rombencefálico-ralámico
está formado por las proyecciones de las neuronas
espinales de la columna de Clarke, las cuales reciben
aferencias propioceptivas, procedentes de receptores
musculares de tipo la de los miembros posteriores.
Los axones de las neuronas de la columna de Clarke
ascienden en el funículo dorsolateral formando el
tracto espinocerebeloso dorsal, que emite colaterales
hacia la sustancia gris para sinaptar en el núcleo Z del
rombencéfalo. Dicho núcleo establece proyecciones
contralaterales, a través del lemnisco medial, que
terminan en el núcleo ventral posterolateral así como
en la región de éste que limita con el núcleo ventral
latera] (Landgren y Silfvenius, 1969; 1971; Low y
cols., 1986; Wiuis y Coggeshall, 1991).
- Otras proyecciones.
Otros tractos espinales ascendentes en el
funículo dorsolateral incluyen las proyecciones
espinomesencefálicas (Zelman y col., 1978;
McMahon y Wall, 1983, 1985; Baker y Giesler,
1984; Swett y cols., 1985), espinohipotalámicas
(Dado y cols., 1994c) y espinotalámicas (Jones y
cols., 1985, 1987; Apkarian y Hodge, 1989a,b; Dado
y cols., 1994c), descritas en algunos mamíferos, y
que se originan en neuronas situadas en diversas
regiones espinales mayoritariamente en elasta dorsal.
Funículos
ventrolateral:
ventral y
En mamíferos el sistema ventrolateral que
ocupa los funículos ventral y ventrolateral, está
formado principalmente por los tractos
espinoreticular, espinocerebeloso ventral,
espinomesencefálico, espinohipotalámico y
espinotalámico.
- El tracto espinoreticular.
En el funículo ventrolateral existen dos
tipos de proyecciones espinoreticulares. La primera se
origina en neuronas de las láminas V, VII y VIII, y de
manera muy escasa en la lámina X así como en el
asta dorsal superficial de todos los niveles espinales,
aunque más densamente desde niveles cervicales
superiores (ver Willis y Coggeshall, 1991) y alcanza
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fundamentalmente el núcleo reticular latera], que asu
vez proyecta al cerebelo (Oscarsson, 1973). La
segunda consiste en el componente medial del tracto
espinoreticular queasciende hasta diversos núcleos dcl
tronco cerebral que proyectan a lamédula espinal, al
mesencéfalo oa los núcleos intralaminaresdel tálamo
(Peschanskiy Besson, 1984; WiIIis y Coggeshall,
1991).
- Tracto espinocerebeloso ventral.
En mamíferos la proyección
espinocerebelosa ventral o tracto de Grower está
formada por fibras mielinicas que ascienden en la
superficie ventrolateral de la médula espinal para
entrar en el cerebelo, a través del pedúnculo cerebeloso
superior (Yoss, 1952). Dicha proyección se origina en
neuronas de gran tamaño, localizadas
fundamentalmente en la sustancia gris dorsomedial y
ventrolateral del asta ventral espinal en niveles
lumbares (Cooper y Sherrington, 1940; Hubbard y
Coscarsson, 1962; Lundberg y Weight, 1971; Burke
y cols., 1971), que reciben información propioceptiva
procedente de husos musculares y de receptores
tendinosos de Golgi de las extremidades posteriores,
así como de diversas proyecciones descendentes (¡lo,
1984). Además, algunas fibras de las neuronas
espinales que proyectan al cerebelo desde niveles
cervicales, podrían igualmente ascender a través del
funículo ventrolateral (Ito, 1984).
- Tracto espinomesencefMico.
Algunas proyecciones espinomesencefálicas
ascienden a través del funículo dorsolateral como se ha
expuesto anteriormente, sin embargo otras,
esencialmente contralaterales, ascienden por el sistema
ventrolateral, e incluyen proyecciones que se originan
en diversas poblaciones neuronales de la médula
espinal y terminan en tres regiones mesencefálicas
diferenciables: 1) una zona de transición entre cl
rombencéfalo y el mesencéfalo, que incluye el área
parabraquial, el núcleo cuneiforme y la sustancia gris
periacueductal más caudal; 2) la región intemiedia, que
comprende el núcleo intercolicular, el núcleo
cuneiforme, la sustancia gris periacueducíal
correspondiente a dicha zona y las capas profundasdel
colículo superior; y 3) niveles mesencefálicos
rostrales que incluyen los núcleos de Darkschewitseh,
pretectales anterior y posterior, rojo, de Edinger-
Westphal e intersticial de Caja] (Yezierski, 1988). Las
proyecciones espinomesencelálicas se originan en las
láminas 1, ¡II, V, VII. VIII, X y en el núcleo espinal
latera], en toda la extensión rostrocaudal de la médula,
así como en el núcleo cervical lateral (ver Willis y
Coggeshall, 1991).
- El tracto espinohipotalámico.
En mamíferos el tracto espinohipotalámico
es una proyección bilateral, aunque con predemnonio
contralateral, que se origina mayoritariamente en
neuronas de las regiones profundas del asta dorsal, en
el núcleo espinal latera] y en menor medida en elasta
dorsal superficial, la sustancia intermedia y la región
que rodea al canal central (Burstein y cols., 1990). En
diversos trabajos se ha descrito que las proyecciones
espinales alcanzan regiones mediales, laterales,
ventrales y posteriores hipotalámicas, así como la
región de la decusación supraóptica (Anderson y
Berry, 1959; Minderhoud, 1967; Yamada y Otani,
1978; Kerr, 1975; Ju, 1984; Burstein y cols., 1987,
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1990; Dado y cols., 1984a,b,c). La proyección
espinohipotalámica asciende a través de los funículos
ventrolateral y en menor grado dorsolateral (Dado y
cols., 1994c).
- El tracto espinotalannco.
El tracto espinotalámico de mamíferos es
una proyección principalmente contralateral, que se
origina en neuronas situadas en todos los niveles
espinales, aunque su máxima densidad corresponde a
niveles cervicales superiores, donde se observa además
la mayor concentración de células de proyección
ipsilateral. En el resto de la médula espinal se origina
mayoritariamente en los niveles de las
intumescencias, cervical y en menor número de la
lumbar. Se han descrito tres componentes en la
proyección espinotalámica, en función de la
localización de las células de origen, y de los centros
de destino. 1) Constituido a patir de neuronas situadas
mayoritariamente en la lámina 1, aunque también en
las láminas II y III, y que proyectan principalmente al
núcleo ventral posterolateral y en menor grado al
núcleo submedio y alos núcleos intralaminares. 2) Se
organiza apartir de neuronas de las regiones profundas
del asta dorsal (láminas 1V-VI) y termina en los
núcleos ventral posterolateral y centrolateral. 3)
formados por axones de neuronas de las láminas VII-X
que proyectan al núcleo centrolateral. El complejo
posterior recibe igualmente proyecciones
espinotalámicas (Willis Coggeshall, 1991).
Principales modalidades sensoriales y canales
fun~ianÉ&
Tacto-presión
El tacto y la presión constituyen dos
componentes de una modalidad sensorial cuyas
diferencias residen en la intensidad del estimulo.
Ambos son percibidos a través de dos tipos de
mecanorreceptores de adaptación lenta, SAI y SAlí,
que corresponden a los receptores de Merkel y de
Ruflini respectivamente. Los receptores de Merkel
<SAI) desempeñan un papel más importante que los de
Ruffini (SAlí), en esta modalidad sensorial, ya que
intervienen en la transmisión de tacto y de presión,
mientras que los receptores SAlí producensensaciones
de presión mantenida, y están más implicados en la
transmisión de información propioceptiva de sentido
espacial (1-Iarrington y Merzenich, 1970, Knibestól y
Valívo, 1970; Willis y Coggeshall, 1991).
Las gerencias procedentes de los receptores
SAI y SAlí terminan en el asta dorsal en el núcleo
propio y las láminas III, IV y V (Brown, 1977,
Brown y cols., 1978). La información de tacto y
presión es transmitida a niveles supraespinales a
través de los funículosdorsal y dorsolateral.
En el funículo dorsal la información tactil,
procedente de las extremidades anteriores, es
transmitida por fibras primarias espinales, mientras
que la de las extremidades posteriores asciendea través
del sistema postsináptico de la columna dorsal. La
información alcanza, por ambos sistemas, los núcleos
de la columna dorsal que posteriormente la
transmiten, a través del lemnisco medial, a diversas
áreas mesencefálicas y tajámicas.
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Las fibras tactiles en el funículo dorsolateral
están en relación con aferencias a los núcleos de la
columna dorsal, si bien las del tracto espinocervical
parecen no estar implicadas (ver Willis y Coggeshall,
1991). Willis y cols. (1974) demostraron cieno grado
de implicación del cuadrante ventrolateral espinal, en
la transmisión de información tactil.
Temblor-Vibración
Esta modalidad sensorial incluye varios tipos
de sensaciones, principalmente el temblor y la
vibración, percibidas al aplicar en la superficie
corporal estímulos oscilatorios de distintas
frecuencias, entre 5 y 40 Herz o superior a 60 Herz
respectivamente (Willis and Coggeshall, 1991). Su
percepción en mamíferos parece depender de la
activación de inecanorreceptores de bajo umbral y
adaptación rápida, PAl (temblor) y PAlI (vibración).
localizados en la piel y en tejidos subyacentes
respectivamente (Limdblom y Lund, 1966), y que se
distinguen entre si morfológica y
electrofisiológicamente (Willis and Coggeshall,
1991). Los receptores FA! incluyen a los copúsculos
de Meissner en las regiones de piel sin pelo, y a los
receptores de campo y de folículo piloso, en las
regiones de piel dotadas de pelo. Los receptores PAlI
corresponden a los corpúsculos de Paccini (Lindblom
y Lund, 1966; Knibestól, 1973).
En los primeros experimentos, basados en
técnicas microneurográficas, se sugirió la implicación
de losmecanorreceptores de adaptación rápida (FAI y
FMI) en la evocación de sensaciones descritas como
tacto, presión, cosquilleo y vibración (Valívo, 1981),
aunque en estudios posteriores (Schady y cols., 1983;
Valívo y cols., 1984) se han relacionado únicamente
con la percepción de temblor, vibración y de golpes
ligeros, dependiendo de la frecuencia de la
estimulación.
Igualmente se ha determinado que los
mecanorreceptores tipo C en regiones restringidas de
la piel (Kumazawa y PerI, 1977; Nordin, 1990), así
como los receptores pacciniformes de las
articulaciones y los receptores musculares (Willis y
Coggeshall, 1991) pueden estar implicados en la
percepción de sensaciones de cosquilleo, temblor y
vibración.
Las aferencias primarias procedentes de los
mecanorreceptores PAl, que evocan sensaciones de
temblor, terminan en las capas profundas del asta
dorsal (láminas III y IV) (Brown y cols., 1977) y
algunas ascienden en el funículo dorsal hasta los
núcleos de la columna dorsal <Willis y Coggeshall,
1991). Sin embargo, las aferencias procedentes de los
receptores PAlI terminan en las regiones mediales de
las láminas III y VI (Brown y cols., 1980).
Las proyecciones ascendentes a través de las
cuales los estímulos de temblor (mecanorreceptores
FAI) son conducidos al complejo ventrobasal del
tálamo, incluyen el sistema columna dorsal
(aferencias primarias y no primarias)-lemnisco medial
en el funículo dorsal, el sistema espino-cervico-
talámico en el funículo dorsolateral (Brown y Franz,
1969; Bryan y cols., 1974; Willis y cols., 1974;
Brown, 1981; Brown y Fyffe, 1981), y el tracto
espinotalámico en el funículo ventrolateral (Willis y
Coggeshall, 1991).
19
Sistemas somatosensoriales en anfibios INTRODUCCIÓN 1
Los estímulos vibratorios procedentes de los
receptores de Paccini (FMI), (Brown y Fyffe, 1981;
Brown y coís., 1983) alcanzan el complejo
ventrobasal talámico únicamente a través del sistema
columnadorsal (aferencias primarias y no primarias)-
lemnisco medial (Willis y Coggeshall, 1991).
Propiocepelón
La propiocepción incluye el sentido de la
posición y localización de los miembros en el espacio
y su cinestesia, es decir, la noción de su movimiento.
Dicha modalidad sensorial pennite diferenciar entre
movimientos activos y pasivos, así como la
intensidad de la fuerza aplicada en las contracciones
voluntarias (Googwin y cols., 1972; McCloskey,
1973; Horch y cols., 1975; Roland y Ladegaard-
Pedersen, 1977). Existen ciertas controversias en la
bibliografía acerca de los receptores encargados de la
percepción de la posición (ver Willis y Coggeshall,
1991), aunque actualmente se acepta que los husos
musculares están implicados en dicha función, así
como en la distinción entre movimientos activos y
pasivos. En mamíferos, los husos musculares poseen
dos tipos de fibras aferentes: primaria y secundaria,
que transmiten distintos parámetros de la contracción
y el estiramiento muscular.
Los receptores de adaptación lenta de las
articulaciones (terminales de Ruffini), responden ante
estímulos extremos de flexión y extensión de las
mismas, y están relacionados con la detección de los
limites de sus movimientos, más que con la
transmisión de información acerca de la posición de
los miembros (Willis y Coggeshall, 1991).
Los mecanorreceptores de adaptación lenta
(SAlí), además de estar implicados en la trasmisión de
información tactil y de presión, responden a estímulos
de estiramiento de lapiel y participan en la evocación
de sensaciones de posición y de movimiento
(Macefleld y cols., 1990; Willis y Coggeshall, 1991).
Por último, los órganos tendinosos de Golgi
responden ante estímulos de estiramiento y
contracción muscular proporcionalmente a lafuerza de
la contracción (Willis y Coggeshall, 1991).
Las aferencias musculares propioceptivas
terminan principalmente en laregión profunda del asta
dorsal, donde se han descrito neuronas que intervienen
tanto en la elaboración de reflejos motores, como en
procesos sensoriales propioceptivos <Willis y
Coggeshall, 1991). Las aferencias musculares
propioceptivas de tipo la, terminan en las láminas VI,
VII y IX (Brown y Fyffe, 1978, Brown, 1981), y las
de tipo II en las láminas IV, VII y IX (Fyffe, 1979;
Brown, 1981). Las aferencias de tipo Ib, procedentes
de los órganos tendinosos de Golgi, se arborizan en
las láminas VI y VII. Otras aferencias musculares que
parecen ser de naturaleza nociceptiva. concluyen en las
láminas 1 y V, (Mense y Prabhakar, 1986), en la
columna de Clarke y algunas ascienden en el funículo
dorsal hasta el núcleo cuneatus externo (Craig y
Mense, 1983; Nyberg y Blomqvist, 1984; Hongo y
cols., 1987).
La información propioceptiva, procedente de
los mecanorreceptores del músculo y de las
articulaciones de las extremidades anteriores, asciende
a través del fascículo cuneatus de la columnadorsal
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hasta el núcleo cuneatus (Willis y Coggeshall, 1991).
Sin embargo, las aferencias propioceptivas de las
extremidades posteriores (Lloyd y Mclntyre, 1950;
Burguess y Clark, 1969), ascienden a través del
sistema espino-rombencefalico-talámico, primero en
el funículo dorsolateral hasta el núcleo Z
rombencefálico, el cual proyecta al tálamo
contralateral (Willis y Coggeshall, 1991). Aunque no
existen evidencias definitivas, se ha sugerido la
participación del tracto espinotalámico en la
propiocepción (Willis, 1974; Appelbaum y cols.,
1975; Milne y cols, 1982).
Dolor
La percepción del dolor incluye dos tipos
fundamentales de sensación de acuerdo con Lewis
(1942): superficial y profundo. El dolor superficial es
una sensación localizada, resultado de la estimulación
de la piel, que puede ser dividido en primario y
secundario, transmitidos a través de fibras A delta y C
respectivamente, que evocan dos sensaciones
dolorosas sucedidas en el tiempo, debido a lavelocidad
diferencial de transmisión de ambos tipos de fibras
(Lewis y Pochin 1938; Lewis, 1942; Sinclair y
Strokes, 1964; Price y cols., 1977; Campbell y
LaMotte, 1983). El dolor profundo es una sensación
con una localización imprecisa que se origina en
tejidos subcutáneos como el músculo esquelético,
tendones, periostio, y articulaciones. Un tercer tipo de
dolor es el visceral, que comparte diversas
características con el dolor profundo. Una de las
consecuencias de las sensaciones dolorosas consiste en
provocar respuestas en el sistema nervioso autónomo,
cambios endocrinos y respuestas motivacionales y
afectivas (ver Willis y Coggeshall, 1991). Por último
se ha descrito una modalidad de dolor neurogénico que
se produce sin una necesaria activación de los
nociceptores y está asiociado con lesiones del sistema
nerviosocentral (ver Willis y Coggeshall, 1991).
Los nociceptores, receptores encargados de
percibir los estímulos nociceptivos, consisten en
fibras con terminaciones libres no encapsuladas,
escasamente mielinizadas (A delta) o amielinicas (C),
que transmiten el estimulo con una mayor o menor
velocidad respectivamente (Burgess y PerI, 1967;
Georgoponlos, 1976; Willer y Albe-Fessarrd, 1983).
No existen diferencias estructurales, entre los que
inervan distintos órganos o tejidos <piel, músculo,
articulaciones o visceras). Se han desrito, sin
embargo, varios tipos funcionales de nociceptotes,
dependiendo de parámetros fisiológicos como el
umbral de activación, o el estimulo o estímulos
necesarios para su excitación. En la piel, por ejemplo,
están presentes diversos nociceptores A delta que se
activan ante estímulos mecánicos, de frio, o a ambos;
nociceptores C que responden igualmente a estímulos
de frio, mecánicos y térmicos, y receptores
polimodales que se excitan frente a estimulación
mecánica, térmica y química.
Las aferencias primarias de los nociceptores
A delta terminan en las láminas 1 y V (Light y PerI,
1979), mientras que las procedentes de los
nociceptores C se arborizan en las láminas 1 y II
(Sugiura y cols., 1986). En las láminas 1, II y V se
han descrito neuronas que responden a estimulación
nociceptiva, así como en los núcleos de la columna
dorsal que proyectan contralateralmente al tálamo. La
información nociceptíva que llega a los núcleos de la
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columna dorsal, asciende a través del sistema
postsináptico de la columna dorsal (Angaut Petit
1975a,b; Giesler y Cliffer, 1985; Brown y cols.,
1983; Hennett y cols., 1984; Kamogawa y Bennet,
1986) y en menor medida a través de las aferencias
pnmanas.
En el funículo dorsolateral, algunas fibras de
los tractos espinocervical (Brown y Franz, 1969;
Bryan y cols., 1973, 1974; Cerveró y cols., 1977) y
espinotalámico dorsal (Apkarian y Hodge a,b, 1989)
responden a estimulación nociceptiva.
La mayoría de las neuronas de la proyección
espinotalámica, en el funículo ventrolateral,
responden a estimulación nociceptiva (Willis y cols.,
1974; Price y cols., 1978; Chung y cok., 1979;
Kenshalo y cols., 1979; Sunneier y cols., 1988)
aunque en ocasiones integran los estímulos dolorosos
con otros tipos de infonnación (Willis y Coggeshall,
1991). Igualmente, se ha descrito la transmisión de
estímulos nociceptivos a través de los tractos
espinoreticular (Fields y cols., 1975, 1977b),
espinomesencefálico (Menetrey y coPs., 1980) y
espinohipotalámico (Willis y Coggeshall, 1991), si
bien dichas proyecciones podrían estar implicadas más
en los componentes afectivos y motivacionales del
dolor, que en el sensorial (Willis y Coggeshall,
1991).
Temperatura
Según los resultados de los trabajos de
Hensel (1950, 1973a, 1974), las sensaciones térmicas
de (rio y de calor se producen ante la variación
ascendente o descendente de la temperatura neutra de la
piel, estimada en 32-370C. Los extremos en la
sensación térmica, tanto de frio <Wolf y Hardy, 1941)
como de calor <Hardy y cols., 1951; Neisser, 1959;
LaMotte y Campbell, 1978) evocan sensaciones
dolorosas.
La sensación térmica depende de laactivación
de los receptores específicos de frío y de calor. Los
primeros están innervados por fibras A delta y C,
mientras que los de calor, únicamente reciben fibras C
(ver Willis y Coggeshall, 1991) y responden a
variaciones de temperatura de la piel, y a determinados
agentes químicos (Hensel y Zottennan, 195 lc; Dodt y
cols., 1953; Hensel, 1973a) que provocan sensaciones
térmicas. Las sensaciones de frío pueden además ser
producidas por la disminución en la actividad de los
receptores de calor, causada por un descenso de la
temperatura, aunque no existen evidencias del
fenómeno contrario. Las variaciones térmicas afectan
a la actividad de algunos mecanorrecepbores, si bien
este fenómeno no parece inetervenir
significativamente en el origen de sensaciones
térmicas (Willis y Coggeshall., 1991).
Las aferencias cutáneas A delta y C, que
probablemente incluyen las procedentes de receptores
térmicos, terminan en las láminas 1, II y V (Cerveró,
1989) en las que se han descrito neuronas que
responden a la estimulación térmica (Willis y
Coggeshall, 1991). Hasta el momento, únicamente se
ha demostrado ¡a implicación de las proyecciones
espinotalámicas, originadas en neuronas de lámina 1 y
que ascienden en el sistema ventrolateral, en la
transmisión de información térmica a centros
supraespinales (Craig y Kniftld, 1985; Ferrington y
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cols., 1987, Kanui, 1988). Algunas de las neuronas
que originan esta proyección, responden
exclusivamente a información térmica (Craig y
Kniffki, 1985), aunque en otras se produce una
integración con otras estimulaciones generalmente
nociceptivas (Craig y Kniffki, 1985; White y Sweet,
1969). Poerster y Gagel (1932> describieron que los
axones de las neuronas espinotalámicas
termorreceptivas parecen ascender en el funículo
ventrolateral, segregados dorsalmente respecto a las
proyecciones nociceptivas. En 1985 Craig y Kniffki
demostraron que la proyección espinotalámica
termoreceptiva alcanza la parte medial del complejo
ventrobasal talámico, donde se han descrito neuronas
que responden a variaciones térmicas de la piel de
distintas regiones corporales (ver Willis y
Coggeshall, 1991).
Sensaciones viscerales
Las percepciones viscerales incluyen la
activación de receptores que transmiten la información
necesaria para la regulación del medio interno, y no
provocan sensaciones conscientes, como la
información procedente de los barorreceptores
arteriales, o de los quimiorreceptores de los cuerpo
carotídeos (Cerveró y Forenian, 1990). Por el
contrario, existen receptores que transmiten
información visceral que si evoca sensaciones
conscientes. La sensación visceral mayoritaria es el
dolor, si bien existen otras, como la de saciedad o el
sentido de vaciamiento de los órganos (Leek, 1972).
Aunque se ha descrito la existencia de
termorreceptores abdominales (Riedel, 1976), estos
deben intervenir en la termorregulación corporal, ya
que aparentemente no se producen sensaciones
ténnicas viscerales.
La inervación sensorial de las vísceras es
cuantitativamente menor que la de la piel (Cerveró y
Poreman, 1990), sin embargo, presenta una dualidad
ya que los órganos internos están inervados por el
sistema nervioso simpático y el parasimpático (ver
Cerveró y Foreman, 1990). En general la sensación
visceral de dolor es percibida a través del sistema
nervioso simpático el cual proyecta al sistema
nervioso central a través de las raíces dorsales
espinales. Por el contrario, laentrada de otros tipos de
información viceral, requeridos para la elaboración de
reflejos y para la regulación visceral, es percibida a
través del sistema nervioso parasimpático, y alcanza
el sistema nervioso central a través de los pares
craneales VII, IX y X (Cerveró y Foreman, 1990).
El 90% de los receptores viscerales son
fibras amielinicas, o fibras que pierden la mielina al
penetrar en la víscera (Kuo y cols., 1982). Se han
descrito nociceptores viscerales en el corazón, los
pulmones, la vejiga urinaria, los conductos biliares,
los testículos y en el útero (Cerveró, 1985).
Igualmente se han observado receptores en el
mesenterio y en la vaina serosa de diversos órganos,
que se activan ante estímulos de movimiento y
distensión de los mismos, y por lo tanto podrían
contribuir a las sensaciones de saciedad y de dolor en
aquellos casos de estiramientos excesivos (Willis y
Coggeshall, 1991). Asimismo, se han descrito
receptores en el músculo liso del tracto
gastrointestinal y de la vejiga, que parecen intervenir
en la sensación de vaciamiento de los distintos
órganos, así como en el dolor (Leek, 1972), ya que
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responden a estímulos de distensión y de contración
<Winter, 1971, Leek, 1972).
VERTEBRADOS NO MAMÍFEROS
Las aferencias viscerales primarias miclinicas
tenninan en las láminas 1, II, V-VII y X espinales
sacras. A nivel torácico terminan en las láminas 1 y V
y con menor densidad en la parte externa de la lámina
II. Sugiura y cols. (1989) han descrito que las
aferencias de las fibras amielínicas terminan en las
láminas 1,11, 1V-y y X (Cerveró y Foreman, 1990;
Willis y Coggeshall, 1991). Algunas de las aferencias
viscerales ascienden y descienden a niveles espinales
adyacentes a través del tracto de Lissauer en el
funículo dorsolateral (Cerveró y Foreman, 1990).
La información visceral asciende a niveles
supraespinales porel funículo dorsal hasta los núcleos
de la columna dorsal (Amassian, 1951; Aidar y cols.,
1952; Peri y cols., 1962). Asimismo se ha descrito la
existencia de fibras ascendentes viscerales en el
funículo dorsolateral, procedentes de neuronas del asta
dorsal superficial <Cerveró y Poreman, 1990). Sin
embargo, las proyecciones espinoreticular y
espinotalámica del sistema ventrolateral constituyen
cuantitativamente los sustratos anatómicos más
importantes, por los cuales asciende la información
visceral (Cerveró y Foreman, 1990; Willis y
Coggeshall, 1991). Se ha sugerido que las
proyecciones espinosolitarias, que se originan en
neuronas de las láminas 1, V, X y en el núcleo espinal
lateral (Menetrey y Basbaum, 1987; Leha y cols.,
1988); y las proyecciones espinomesencefálicas que
terminan en la sustancia gris central y en el área
parabraquial, podrían también estar implicadas en
procesos de integración viscerosomáticos y
visceroviscerales (Cerveró y Foreman, 1990).
Dentro de los vertebrados no mamíferos el
estudio del sistema nervioso de losanfibios resulta de
gran interés desde el punto de vista evolutivo, por
representar éstos un grupo taxonómico intermedio
entre los vertebrados acuáticosy los terrestres.
Los anfibios surgieron en el periodo
Devónico superior, a partir de los peces
Crosopterigios, y sufrieron numerosas adaptaciones
motivadas por la transición que experimentaron al
cambiar del hábitat acuático al terrestre. Algunas de
estas transformaciones se producen durante la
ontogenia de los anfibios actuales, debido a que a lo
largo de su desarrollo embrionario y larvario
experimentan un cambio en el modo de vida. que en
estadios tempranos se desarrolla estrictamente en el
agua y pasa posteriormente a depender de forma
relativa de los hábitais acuáticos.
Actualmente los anfibios están clasificados
en tresórdenes: Anura, Urodela yApada. Cada uno de
ellos incluye géneros con formas de vida que se
desarrollan con un grado variable de dependencia del
agua. Todos ellos presentan características comunes
con los vertebrados acuáticos, así como con los
terrestres.
Las transformaciones producidas a lo largo de
la ontogenia de los anfibios, incluyen entre otras, la
regresión de las branquias externas, la adquisición de
pulmones saculares que permiten elaprovechamiento
del oxigeno atmosférico, las variaciones
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tegumentarias que impiden parcialmente ladesecación,
el desarrollo de las extremidades y las variaciones en
el aparato locomotor como los cambios del esqueleto
y de las masas musculares necesarios para la
adquisición de los distintos patrones de locomoción
propios de cada grupo. De forma paralela a dichas
transformaciones, los anfibios sufren variaciones en
los sistemas sensoriales y en el sistema nervioso
central. Se produce una regresión o involución del
sistema de la línea lateral, presente en los anamniotas
acuáticos, en los géneros cuyos individuos adultos
abandonan el medio acuático (Wahnschafre y cols.,
1987>. Una transformación sorprendente durante la
ontogenia de algunos géneros de anfibios es la
producida al cambiar de un modelo de locomoción
natatoria, mediante movimientos corporales cuyo
control nervioso reside básicamente en la médula
espinal (Hughes, 1957; Roberts y cols., 1983), a un
modelo de locomoción tetrápodo, coordinado por un
control nervioso supraespinal. Paralelamente se
producen variaciones en los sistemas sensoriales
espinales en los que el sistema de Rohon-Beard es
progresivamente reemplazado por el desarrollo del
sistema constituidopor las células ganglionares de las
raíces dorsales (Forehand y Farel, 1982; ten Donkelaar
y de Roer-van Huizen, 1991).
Receptores periféricos somatosensoriales en
los anfibios
En los anfibios se han descrito distintos
tipos de receptores cutáneos responsables de la
recepción de estímulos somatosensoriales, que
incluyen tacto, presión, temperatura y dolor. Se
diferencian cuatro tipos de receptores cutáneos,
atendiendo a diversos parámetros morfológicos y
fisiológicos como el diámetro de la fibra, el modo de
terminación libre o encapsulado, la distribución
dérmica o epidérmica, el tipo de estímulo percibido,
así como la velocidad de transmisión del estímulo y la
adaptación rápida o lenta del receptor (Marushashi y
cols., 1952; Lindblon, 1962; Spray, 1976). En
general, los mecanorreceptores consisten en
terminaciones relativamente gruesas, libres o
encapsuladas que se distribuyen en la epidermis, o en
la zona de transición con la dermis y tienen una alta
velocidad de conducción, Los receptores que responden
a estímulos térmicos, y los que lo hacen frente a
estímulos nociceptivos corresponden a fibras de
menor diámetro, de terminación libre, que
generalmente se distribuyen en las regiones profundas
de ladermis, con una menor velocidad de conducción
que en elcaso de los mecanon-eceptores. Dentro de los
mecanorreceptores, Calton (1958, 1976) diferenció
entre los que responden a estímulos tactiles o a
presión, así como cuatro tipos diferentes de
mecanorreceptores en base a parámetros fisiológicos
carentes de diferencias morfológicas aparentes.
Las aferencias propioceptivas musculares
provienen en los anfibios de los husos musculares,
órganos encapsulados que responden a estímulos
provocados por variaciones de tensión y de
estiramiento de su fibra muscular (Katz, 1961;
Ottoson, 1976). Los husos musculares de la rana
tienen un único tipo de terminal sensitivo, homólogo
del primario de los mamíferos, consistente en una
fibra mielinica que penetra en la cápsula y
progresivamente va perdiendo la mielina al ¡amificarse
sobre la fibra intrafusal (Barker, 1974; Ottoson,
1976).
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La médula espinal de los anfibios
La médula espinal de los anuros únicamente
posee 11 segmentos y presenta dos intumescencias,
una cervical (o braquial) y otra lumbar que
corresponden a los niveles de inervación de las
extremidades anteriores y posteriores respectivamente.
Después de la metamorfosis, se observan diez nervios
espinales que se numeran del 2 al II, excluyendo el
primer nervio ya que está muy poco desarrollado
(Gaupp, 1899; Hughes y Tschumi, 1958; Deuchar,
1975; Thors, 1980). Dicha médula espinal está
conectadacon cada uno de losdiez de pares de nervios
espinales por medio de una raíz dorsal y otra ventral.
En el género Rana la raíz ventral del segundo nervio
espinal constituye el nervio hipogloso que, en parte,
se incorpora al plexo braquial. En Xenopus laevis la
raíz ventral del segundo nervio espinal únicamente
contribuye a la formación del plexo braquial (Deuchar,
1975), mientras que dicho nervio carece del ganglio de
la raiz dorsal. Los nervios 3 y 4 forman el plexo
braquial e inervan las extremidades anteriores, los
nervios espinales 5, 6 y 7 inervan el tronco, mientras
que los 8, 9 y 10 forman el plexo lumbosacro que
inerva las extremidades posteriores. El polo caudal de
lamédula ofllum terminale, se reduce en los anuros a
un cono relativamente largo, compuesto por un canal
central, rodeado por una población celular
mayoritariamente glial, que representan los restos de
la involución sufrida por esta región durante la
metamorfosis, al desaparecer la musculatura de la cola
a la cual inervaba. No parecen existir excesivas
diferencias interespecíficas en anuros en cuanto a ¡a
organización básica de lamédula espinal, excepto en
lavariación de su longitud (Ebbesson, 1976).
En los anfibios urodelos la médula espinal se
extiende a lo largo de toda la longitud del canal
vertebral. Como en cl caso de los anuros, se
distinguen dos intumescencias, cervical o braquial y
lumbar, que representan las regiones de inervación de
las extremidades. Nuestro conocimiento de lamédula
espinal de los urodelos es incompleto, debido a la
escasez de trabajos experimentales de trazado neuronal,
que se limitan a estudios sobre las proyecciones de las
raíces dorsales, algunas vías espinales ascendentes,
conexiones propioespinales, así como sobre el
recorrido y el lugar de terminación de algunas vías
supraespinales descendentes.
Las secciones transversales de la médula
espinal en anuros, a diferencia de la de urodelos que
presenta una morfología ovalada, muestran la típica
forma de H de la sustancia gris, presente en la
mayoría de los grupos de vertebrados terrestres. Las
astas dorsales, relativamente pequeñas en anuros,
están separadas mutuamente por los funículos
dorsales. Las astas ventrales poseen grupos de
motoneuronas organizadas de manera relativamente
simple, (ver Cruce, 1974; Frank y Westerfield, 1982;
Hulshof y cols., 1987) que dan origen a las raíces
ventrales espinales.
- C¡toarquitectura
Debido a la escasa diferenciación de sus
diversos grupos celulares, la sustancia gris espinal de
anfibios se ha subdividido, en base a los resultados
obtenidos en estudios con técnicas de Golgi, en una
serie de campos espinales, coincidiendo con los
lugares de terminación de los sistemas de fibras
aferentes (Ebbesson, 1976), que contrasta con la
subdivisión en láminas, citoarquitectónicamente
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diferenciables, establecida en mamíferos (Rexed
1952). Ebbesson (1976) en los anuros Rana
catesbelana y R. pipiens, ha definido los campos
dorsal, lateral, central, ventrolateral y ventromedial,
así como los campos motor lateral, que inerva la
musculatura de las extremidades, y motor medial que
inerva la musculatura axial. Esta subdivisión es
extensible a otras especies de anuros como R.
esculenta o Xenopus laevis (Nikundiwe y cols. 1982).
El campo dorsal en anuros ocupa la mayor
parte del asta dorsal, y es comparable a las láminas 1 a
IV de Rexed (1964) de mamíferos, aunque sus limites
son difíciles de establecer (Ebbesson, 1976). No
obstante, las fibras de las raíces dorsales forman un
plexo terminal característico sobre la superficie del
asta dorsal, que fue descrito por Silver (1942) como el
neuropilo dorsal, formado principalmente por fibras
aferentes de las raíces dorsales y, en los primeros
segmentos espinales, por aferencias primarias del
nervio trigémino (Fuller y Ebbesson, 1973; Matesz y
Székely, 1978; González y cols., 1993). En el campo
dorsal se han descrito distintos tipos neuronales con
prolongaciones dirigidas al neuropilo dorsal, a los
funículos dorsal y dorsolateral, así como al neuropilo
latera] (Ebbesson, 1976).
El campo lateral recibe fibras de las raíces
dorsales (neuropilo ventral), que determinan sus
limites medial y ventral (Joseph y Whitlock 1968b;
Ebbesson, 1976). AdemAs lellegan dorsalmente fibras
del tracto reticuloespinal (Mensali, 1974), así como
fibras del tracto rubroespinal (Corvaja y Grofová,
1972; ten Donkelaar 1982, 1992; Larson-l’rior y
Cruce, 1992); y carece de aferencias trigeminales
(Fuller y Ebbesson, 1973; Matesz y Székely, 1978;
González y cols., 1993). En este campo espinal
existen dos tipos celulares, en laregión medial se han
descrito neuronas pequeñas con dendritas cortas y
restringidas a los límites del campo, mientras que en
las regiones laterales existen neuronas de mayor
tamaño con dendritas dirigidas hacia todos los
funículos. Debido al patrón de sus aferencias,
Ebbesson (1976) comparé el campo latera] de los
anuros con las láminas V-VI de Rexed (1964) en
mamíferos.
El campo motor lazeral, presente en los
niveles de las intumescencias espinales, está formado
por motoneuronas que se organizan en un grupo o
columna latera], el cual inerva la musculatura de las
extremidades. Mientras que el campo motor medial,
observable en todos los niveles espinales, está
constituidopor una columnadelgada de motoneuronas
más mediales que inervan la musculatura axial (Cruce,
1974; Frank y Westerfield, 1982; Hulshof y cols.,
1987).
Los campos venirolaseral y ventromedial se
caracterizan por sus aferencias supraspinales (Corvaja
y Grofová, 1972; Corvaja y cols., 1973; Fuller,
1974; Mensah, 1974; ten Donkelaar, 1982).
Ebbesson (1976) comparó los campos ventrolateral y
ventromedial con las láminas Vil y VIII de Rexed
(1964) respectivamente. El campo ventrolateral está
probablemente inervado por fibras reticulospinales,
pero no recibe aferencias vestibulospinales y
tectospinales (Ebbesson, 1976). Las neuronas de
dicho campo son pequeñas o medianas y existen a]
menos tres tipos de acuerdo con su morfología
dendrítica (Ebbesson, 1976). El campo ventromedial
es la zona de terminación prioritaria para las
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proyecciones tectoespinales (Rubinson, 1968) y
vestibuloespinales (Corvaja y Grofová, 1972; Corvaja
y cols., 1973; Fuller, 1974), si bien también
culminan en él algunas fibras reticuloespinales
(Mensah. 74). Sus neuronas poseen árboles
dendríticos reducidos y dirigidos bilateralmente al
funículo ventral (Ebbesson, 1976).
El campo central, localizado alrededor el
canal central, es comparable a la lámina X de Rexed
(1964), y está compuesto por dos tipos neuronales
(Ebbesson, 1976) según dirijan sus dendritas a todos
los campos adyacentes o a los campos central y
dorsal.
En urodelos los datos existentes sobre la
organización citoarquitectónica de la médula espinal,
se basan únicamente en la escasa información
resultante de estudios pioneros (Rurckhardt, 1889;
Studnicka, 1895; Van Gehuchíen, 1897;
Nieuwenhuys, 1964). Las astas dorsales están
fonnadas fundamentalmente por células pequeñas que
constituyen la sustancia gelatinosa (Nieuwenhuys,
1964), aunque Burckhardt (1889) y Studnicka (1895)
describieron algunas neuronas más grandes. La zona
inzermedia de la sustancia gris, situada ventralmente a
la sustancia gelatinosa y dorsalmente a las
motoneuronas, está formada por células pequeñas y
medianas que extienden sus dendritas casi
exclusivamente a la sustancia blanca (Van Gehuchten,
1897). Las astas ventrales son una masa compacta que
contiene numerosas neuronas grandes que proyectan
ventrolateralmente (Van Gehuehien, 1897).
- Patrón de terminación espinal de las
proyecciones de las raíces dorsales
Estudios basados en técnicas de degeneración
anterógrada (Liu y Chambers 1957; Joseph y
Whitlock, 1968a,b; Liu, 1969) sugirieron que las
fibras de las raíces dorsales terminan
fundamentalmente en el asta dorsal, y no en el asta
ventral. Igualmente se demostró que ascienden hasta
niveles del tronco cerebral, y que poseen ramas
descendentes que se extienden hasta cinco y seis
segmentos caudalmente al nivel de la raíz lesionada.
Joseph y Whitlock (1968a,b) propusieron que las
neuronas del asta ventral, probablemente recibían
proyecciones de fibras de las raíces dorsales a través de
sus dendritas que invaden elasta dorsal. Sin embargo,
la aplicación de técnicas de marcaje con cobalto en
Rana esculenza (Székely, 1976; Antal y cols., 1980;
Székely y cols., 1982; Székely y Antal, 1984) y con
HRP en Rana catesbelana (Frank y Westerfield. 1982;
Jhaveri y Frank. 1983; Liuzzi y cols., 1984;
Liclitman y cols., 1984; Smith y Frank, 1988a),
Rana pipiens (Rosenthal y Cruce, 1985), Rana
ridibunda (Motorina y cols., 1982a,b; Grantyn y cols.
1982, 1984a,b; Shapovalov y Shiriaev 1984a) y
Xenopus laevis (Nikundiwe y cols., 1982; Shiriaev y
Shupliakov, 1986) ha proporcionado más información
sobre la organización de las aferencias primarias
espinales en los anfibios anuros.
Las fibras primarias, al entrar en la médula
espina] de anuros, se distribuyen segregándose en un
componente medial de fibras de mayor diámetro, que
ingresa en el funículo dorsal, para ascender basta el
núcleo de la columna dorsal y otras estructuras del
tronco cerebral; y un componente lateral formado por
axones de menor diámetro que se agrupan ventral y
lateralmente a la entrada de la raíz para formar el tracto
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de Lissauer, situado en el funículo dorsolateral
(Székely, 1976; Rosenihal y Cruce, 1985), el cual se
condidera implicado en la transmisión de información
nociceptiva (Maruhashi y cols., 1952). Dichas
aferencias primarias ocupan zonas espinales concretas
de terminación dependiendo del origen y modalidad
axonal (ver Székely y cols., 1982; Jhaveri y Frank,
1983; Grantyn y cols., 1984a,b; Székely y Antal,
1984). Posteriormente a su entrada en la médula
espinal, a través de las distintas raíces, las fibras
primarias del componente medial se bifurcan para dar
ramas ascendentes y descendentes que discurren a
través del funículo dorsal. A intervalos a lo largo de
su recorrido espinal, las fibras emiten colaterales que
se arborizan en la sustancia gris espinal, formando
fundamentalmente dos neuropilos o campos de
terminación: el neuropilo dorsal localizado en el asta
dorsal, y el neuropilo ventral que ocupa el campo
lateral (Székely, 1976; Frank y Westerfield, 1982;
Jhaveri y Frank, 1983). Los axones procedentes de
aferencias primarias cutáneas, proyectan únicamente al
neuropilo dorsal (Jhaveri y Frank, 1983; Székely y
Antal, 1984), mientras que la gran mayoría de las
aferencias sensoriales procedentes del músculo,
proyectan al neuropilo ventral, en el que se
distribuyen igualmente las dendritas de motoneuronas
y de intemeuronas.
En segmentos cervicales son relativamente
pocos los axones que profundizan ventral y
lateralmente para alcanzar los somas de las
motoneuronas (Frank y Westerfield, 1982; Jhaveri y
Frank 1983; Lichtman y cols. ,1984; Székely y
Antal, 1984). Se ha demostrado en estudios
fisiológicos (Frank y Westerfield, 1982; Lichtman y
Frank, 1984), que las motoneuronas del triceps
braquial reciben unaactivación monosináptica, desde
las fibras primarias con información del propio
músculo. Estos datos, conjuntamente con la escasez
de contactos axosomáticos demostrados
morfológicamente, indican que la mayoría de las
conexiones monosinápticas en la médula espinal a
nivel braquial, debe producirse a través de contactos
axodendríticos en el neuropilo ventral.
En segmentos torácicos el neuropilo dorsal
está muy desarrollado, mientras que el ventral
contiene menor número de fibras <Székely, 1976;
Jhaveri y Frank, 1983; Smith y Frank, 1988a,b).
Esto coincide con los experimentos mediante
estimulación de las raíces dorsales en Rana ridibunda,
(Shapovalov y Shiriaev, 1984) y en Rana pipiens
(Carísen y Mendelí, 1977) que demostraron que las
interacciones sinápticas con las motoneuronas
torácicas están mediadas por intemeuronas, y no sc
producen sinapsis sensorimotoras directas.
En segmentos lumbares las aferencias
primarias establecen diversas sinapsis de paso sobre
las dendritas dorsales de las motoneuronas de las
regiones dorsal (Corvaja y Pellegrini, 1975; Sotelo y
Grofová, 1976; Adanina y Shapovalov, 1983) y
dorsolateral (Székely, 1976; Liuzzi y cols., 1984) del
campo motor latera].
En urodelos las aferencias de las raíces
dorsales presentan menor diferenciación en
componentes medial y lateral. La mayoría de las
fibras de las raíces dorsales se bifurcan,
inmediatamente después de su entrada en lamédula, en
ramas ascendentes y descendentes (Ramón y Caja],
1909; Roth y Wake, 1985). Las ramas ascendentes y
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mielinizadas ocupan la mayoría del funículo dorsal
(Ramón y Cajal, 1909; Herrick, 1948). Mientras que
la división lateral, que incluye fibras mielinicas y
amielínicas, forma un fascículo comparable al tracto
de Lissauer de otros vertebrados (Ramón y Cajal,
1909; Ariens Kappers y cols., 1936; Roth y Wake,
1985). En preparaciones basadas en técnicas de Golgi,
Ramón y Cajal (1909) observó en Pleurodeles waltl
que las proyecciones de las ralees dorsales en la
médula de urodelos son, aunque mucho más simples,
similares a las de los anuros, y en ocasiones alcanzan
posiciones próximas a las motoneuronas. En
urodelos, a excepción de lo anteriormente descrito,
apenasexisten datos experimentales disponibles sobre
las proyecciones de las fibras de las raíces dorsales.
Sin embargo, en un estudio más reciente (Holder y
cols., 1991) en Ambyssomna pnexicanu,n se demostró,
que las aferencias primarias espinales se entremezclan
con las dendritas dorsales de las motoneuronas que
inervan las extremidades, pero no con las que inervan
lamusculatura axial.
Proyecciones espinales ascendentes
Estudios basados en técnicas de degeneración
anterógrada (Kuru, 1956; Ebbesson, 1969, 1976, en
Rana catesbelana; Hayle, 1973a,b, en Rana.
temporaria) han demostrado laexistencia en anuros de
dos sistemas de proyecciones espinales ascendentes: 1)
sistema de aferencias primarias que asciende a través
del funículo dorsal, hasta el núcleo de la columna
dorsal, y 2) sistema de gerencias secundarias que
asciende através del funículo lateral, que fue descrita
como el lemnisco espinal, y alcanza la formación
reticular, y el techo mesencefálico. Mediante la
utilización de marcaje con cobalto (Antal y cols.,
1980; Urbán y Székely. 1982, Rana. esculenta) y de
trazado neuronal con HRP (Nikundiwe y cols., 1982,
Xenopus laevis), se ha demostrado la existencia de un
sistema bien desarrollado de aferencias primarias
espinales, ordenadas somatotópicamente. que
ascienden, en el funículo dorsal hasta el núcleo de la
columna dorsal. Esta proyección continúa
rostralmente para inervar el complejo vestibular, así
como la capa granular del cerebelo (tracto
espinocerebeloso dorsal de Ebbesson) (Antal y cols.,
1980; Székely y cols., 1980). Dichas fibras se
originan en los ganglios espinales que inervan las
extremidades (Antal y cols., 1980; González y cols.,
1984).
Funículo dorsal:
- Sistema columna dorsal-lemnisco medial
y otras proyecciones incluidas en el
funículo dorsal.
La existencia del sistema columna dorsal-
lemnisco medial es una característica común en el
cerebro de vertebrados amniotas. Tanto en aves (Sinn,
1913; Craigie, 1928; Wild, 1985, 1989), como en
reptiles (Kruger y Witkovsky, 1961; Goldby y
Robinson, 1962; Ebbcsson, 1967, 1969, 1978;
Joseph y Withlock, 1968b, Kúnzle y Woodson,
1983; Pritz. 1983; Belekhova y cols., 1985; Pritz y
Stritzel, 1986, 1989; Siemen y Ktinzle, 1994a,b),
existe un patrón común de organización en cuanto a
las aferencias primarias y no primarias (Funke, 1988
en aves; Pritz and Stritzel, 1994 en reptiles) de los
núcleos de la columna dorsal, así como en sus
proyecciones eferentes rombencefálicas,
30
:1
Sistemas somatosensoriales en anfibios INTRODUCCIÓN 1
mesencefálicas y talámicas. En anfibios exiten
evidencias de una organización similar del sistema
columna dorsal-lemnisco medial, lo que ha hecho
sugerir aWillis y Coggeshall (1991) que su presencia
es un caracter propio de vertebrados terrestres, al no
haber sido descrito en los distintos grupos de peces
(Zeehandelaar, 1921; Hayle, 1973), los cuales
perciben gran parte de la información del medio que
les rodea por el sistema de la línea latera]. No
obstante, en diversas especies tanto en agnatos,
petromizóntidos y mixinoideos (Northcutt y
Ebbesson, 1980; Ronan y Nortlicutt, 1990) como en
condrictios (Ebbesson y Hodde, 1981) y en osteictios
(Finger, 1978; Oka et al., 1986; ver Ronan y
Northcutt, 1990> se han descrito, en la región alar a
nivel del óbex, terminales de proyecciones espinales
que ascienden en el funículo dorsal. Sin embargo, no
se han realizado hasta el momento estudios detallados
de trazado neuronal anterógrado sobre las aferencias
primarias espinales o de trazado retrógrado, con
aplicaciones en el mesencélalo y en el tálamo, que
permitan establecer definitivamente la presencia del
sistema columna dorsal-lemnisco medial en dichos
vertebrados. Algunas especies de anfibios, en los que
se ha sugerido la presencia del citado sistema,
presentan modos de vida estrictamente acuáticos y
mantienen el sistema de la línea latera] en estado
adulto. Los estudios realizados hasta el momento en
anfibios están mayoritariamente basados en técnicas
anatómicas clásicas y degenerativas, lo que hace
necesaria la aplicación de técnicas más recientes de
trazado neurona] así como inmunocitoquimicas, con
objeto de estudiar la organización detallada del sistema
y establecer posibles homologías con otros grupos de
vertebrados.
Tanto en agnatos (Nortlicutt y Ebbesson,
1980; Ronan y Northcutt 1990) como en condrictios
(Ebbesson y Hodde, 1981), teleósteos <Ronan y
Northcutt 1990) y reptiles (Ebbesson, 1967,1969;
Jacobs, 1968; Pedersen, 1973; Kúnzle, 1982, Pritz y
Stritzel, 1994), se ha descrito un componente de
aferencias espinales primarias que asciende en el
funículo dorsal, sobrepasa rostralmente los núcleos de
lacolumna dorsal y llega hasta el cerebelo.
En anfibios anuros no se ha descrito el
núcleo de columna dorsal (nucteusfuniculis dorsalis)
como entidad citoarquitectónica (Ariéns Kappers y
Hammer, 1918; Zeehandelaar, 1921; Opdam y cols.,
1976). Asimismo, Aridns Kappers y cols. (1936),
negaron la presencia en anfibios del sistema columna
dorsal-lemnisco medial. Sin embargo, Woodbume
(1939). en ránidos, mediante lesiones de los ganglios
de las raíces lumbares, presentó evidencias de la
presencia del núcleo de la columna dorsal, ya que
observó la degeneración producida en una pequeña
región rombencefálica situada dorsomedialmente a
nivel del óbex, que definió como un primordio del
núcleo gracilis. En trabajos basados en técnicas de
degeneración anterógrada y de trazado neurona] con
leucina tritiada (Liu y Chambers, 1957; Joseph y
Whitlock, 1968; Ebbesson, 1969; Hayle, 1973b), se
ha descrito el núcleo de la columna dorsal de los
anuros como el lugar de terminación de fibras del
funículo dorsal, pero sin considerarlo como una
entidad citoarquitectónica. Sin embargo, Fernández de
Molina y cols. (1966) y Silvey y cols, (1974)
determinaron la presencia de un pequeño grupo de
neuronas bien definido, ubicado en el polo rostral de
la columna dorsal que responde a estimulación
somatosensorial. La mayor parte de las aferencias
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primarias espinales terminan en la región del núcleo
de lacolumnadorsal, si bien un pequeño componente,
al menos en el caso de las aferencias braquiales,
continúa rostralmente a través del rombencéfalo para
terminar en el cerebelo (Joseph y Witlock, 1968;
Rushmer, 1970; Rushmer y Woodward, 1971;
Székely y cols., 1980; Antal y cols., 1980;
Nikundiwe y cols., 1982).
La existencia del lemnisco medial en anuros
ha sido motivo de controversia hasta el principio de la
década de los 80. Diversos trabajos (Vesselkin y cols.,
1971; Vesselkin y Kovacevic, 1973; Silvey y cols.,
1974; Neary y Wilczynski, 1977) propusieron la
presencia de una proyeccióncontralateral desde núcleo
de la columna dorsal que concluía en el tálamo.
Estudios más recientes de marcaje con cobalto en
Rana esculenta (Antal y cols., 1980; Urbán y
Székely, 1982), de trazado con HRP en Xenopus
laevis (Nikundiwe y cols., 1982), o
electrofisiológicos (Fernández de Molina. y cols.,
1966; Urbán y Székely, 1982), han sugerido que el
sistema columna dorsal-lemnisco medial en anfibios
se asemeja al que existe en amniotas.
Mediante la utilización de técnicas
electrofisiológicas, en experimentos con estimulación
de la segunda raíz dorsal, del funículo dorsal o del
núcleo de la columna dorsal, Urbán y Székely (1982)
demostraron en Rana esculenta una proyección
contralateral que alcanza el núcleo posterocentral
talámico, Igualmente, los resultados procedentes de
experimentos de trazado retrógrado han confirmado las
proyecciones del lemnisco medial al tálamo en Rana
catesbelana (Neary y Wilczynski, 1977) y al torus
semicircularis (Neary y Wilczynski, 1986; Neary.
1988).
En urodelos el núcleo de la columna dorsal
(ndcleo funiculí dorsalis> no ha sido descrito como
entidad citoarquitectónica en el tronco cerebral
(Herrick 1930, 1948; Kreht 1940a; Opdam y
Nieuwenhuys, 1976), aunque, en experimentos de
degeneración anterógrada, Nieuwenhuys y Cornelisz
(1971) demostraron la presencia de una proyección
organizada somatotópicamente, formada por las
aferencias primarias espinales, que termina en la
región caudal rombencefálica a nivel del óbex. Herrick
(1948) postuló igualmente la terminación de fibras del
funículo dorsal en dicha región, e indicó la posibilidad
de que todas las fibras sensitivas somáticas que entran
en el rombencéfalo, podrían terminar en un neuropilo
común localizado a este nivel, en el que sc combinan
todas las modalidades sensoriales. Herrick (1948)
sugirió que las fibras secundarias que se originan en
dicha región rombencefálica no son estrictamente
equipotenciales, y propuso una incipiente segregación
de distintas funciones entre ellas. Del mismo modo,
discutió la presencia del ‘lemnisco bulbar general”
como un tracto mixto que asciende en la sustancia
blanca ventrolateral del rombencéfalo, que recibe
fibras contralaterales desde los núcleos del funículo
dorsal y espinal del trigémino, y emite colaterales que
alcanzan la formación reticular (Herrick, 1948;
Herrick y Bishop, 1957). De acuerdo con estos
trabajos, las fibras del lemnisco bulbar general sc
tuercen dorsaimente en la región del istmo y cruzan el
mesencéfalo. en posición inmediatamente
ventrolateral a las del lemnisco espinal, para terminar
en el techo mesencefálico. Igualmente, postuló que
algunas de ellas alcanzan la misma región talámica
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que las del lemnisco espinal. Sin embargo, hasta el
momento no existen apenas datos experimentales,
disponibles en la bibliografía, basados en técnicas
más modernas de trazado neurona], sobre la presencia
del lemnisco medial en urodelos, si bien, Wicht y
Himstedt (1988> han descrito proyecciones
rombencefalicotalémicas en Trizurus alpestris, que
alcanzan el tálamo dorsal.
La existencia del sistema columna dorsal-
lemnisco medial, tanto en anuros como en urodelos,
se ha descrito en base a] patrón de terminación de las
aferencias primarias espinales, así como en
observaciones aisladas basadas en técnicas de trazado
neuronal. En un estudio reciente con HRP sobre el
desarrollo embrionario y larvario de las proyecciones
ascendentes espinales en Xenopus laevis (ten
Donkelaar y de Boer-van Huizen, 1991), se ha
sugerido la existencia del sistema postináptico de la
columna dorsal, si bien no se ha detallado, la
localización de las neuronas que lo originan, el
recorrido funicular de sus axones, ni su terminación
en el DCN. Hasta el momento no se conoce con
detalle la morfología o características de las células
que dan origen al lemnisco media] ni sus principales
destinos rombencefálicos, mesencefálicos y
diencefájicos. Este hecho es consecuencia de laescasa
diferenciación citoarquitectónica de los componentes
de este sistema, que ha dificultado su estudio, así
como por la falta de trabajos basados en técnicas de
trazado e inmunohistoquimicas, que permitirian
caracterizar su organización en los anfibios.
- Sistema espino-cervico-talímlco y otras
proyecciones incluidas en el <unículo
dorsolateral.
Hasta el momento no se ha descrito la
existencia de los sistemas espino-cervico-talámico y
espino-rombencefalico-talámico en vertebrados no
mamíferos debido al escaso número de trabajos de
investigación realizados sobre el tema, Sin embargo,
existen algunos datos aislados en la bibliografía que
apuntan la existencia de los tractos espinocervical y
cervicotalémico, así como del núcleo cervical lateral
<Herrick, 1948; van den Akker, 1970; Ebbesson,
1967; Finger, 1981; Forehand y Farel, 1982; Ito y
cols., 1986; Necker, 1989; Ronan y Northcutt,
1990), con un modelo de organización similar al
descrito en mamíferos.
Igualmente se han estudiado, en diversos
vertebrados no mamíferos, las proyecciones espinales
que ascienden en el fuMculo dorsolateral hasta el
cerebelo, centros rombencefálicos como el núcleo del
tracto solitario, núcleo del tracto descendente del
trigémino, formación reticular lateral, y la región
perifacial, y niveles de transición con el mesencéfalo
como la región parabraquial (Pearson. 1936;
Ebbesson, 1966, 1967, 1969; Rarten, 1967; Jacobs,
1968; Pedersen 1973; Ebbesson y Hodde, 1981;
Finger 1981; Funke y Necker, 1986; Funke, 1988),
lo que sugiere una organización similar a la presente
en mamíferos.
Funículo dorsolateral:
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Funículos ventral
ventrolateral (cuadrante ventral):
- Sistema ventrolateral.
La disposición de proyecciones espinales que
ascienden a través del cuadrante ventrolateral, para
alcanzar diversas regiones rombencefálicas,
mesencefálicas y el cerebelo, es un caracter común en
el cerebro de todas las clases de vertebrados. Su
presencia se ha descrito además de en los mamíferos
(ver Willis y Coggeshall, 1991>, en ciclóstomos
(Tretjakoff, 1909; Pearson, 1936; Heier, 1948;
Larselí, 1967; Nortlcutt y Ebbesson, 1980; Ronan y
Northcutt, 1990), elasmobranquios (Ebbesson, 1972;
Hayle, 1973; Ebbesson y Hodde, 1981; Smeets,
1982, Smmets y cols., 1983), teleósteos (Pearson,
1936; Hayle. 1973; Finger, 1978; Muralcami y Ito,
1985; Ronan y Northcutt, 1990), anfibios (ver más
adelante), reptiles (Huber y Grosby, 1926; Goldby y
Robinson, 1967, 1969; Ebbesson, 1967; Pedersen,
1973; Northcutt y Pritz, 1978; ten Donkelaar y De
Boer-van Huizen, 1978; Kusuma y cols., 1979;
Ebbesson y Goodman, 1981; Kúnzle y Woodson,
1982; Pritz y Striztel, 1989> y aves (Karten, 1963;
Karten y Rezvin, 1966; van den Akker, 1910;
Vielvoye, 1977; Wild, 1983; Funke y Necker, 1986,
Necker, 1989; 1990; Scheneider y Necker, 1989), en
trabajos basados en técnicas degenerativas y de trazado
neurona].
La existencia de proyecciones
espinotalámicas ha sido considerada como un caracter
propio de vertebrados amniotas (ver Kevetter y Willis,
1984), debido a que su presencia fue únicamente
descrita, además de en mamíferos, en el cerebro de
Y aves (Karten, 1963; Karteui y Rezvin, 1966, Wild,
1983; Necker, 1989; Scheneider y Necker, 1989,
Funke, l989b), y reptiles (Huber y Grosby, 1926;
Ebbesson, 1967; Riss y cols., 1972, Kusuma, 1979;
Pritz y Northcutt, 1980; Ebbcsson y Goodman, 1981;
Hoogland, 1981; Kúnzle y Woodson, 1982). En
anamniotas, tanto en agnatos (Northcutt y Ebbesson,
1981, Ronan y Northcutt, 1990) como en
elasmobranquios (Hayle, 1973> y teleósteos <Hayle,
1973>, no se habla descrito su existencia aexcepción
de en un trabajo en teleósteos, basado en técnicas
anatómicas clásicas (Burr, 1928), y un estudio con
técnicas de degeneración sobre el tiburón nodriza
(Ebbesson y Hodde, 1981). Sin embargo, mediante
trazado con HRP se ha confirmado la existencia de
proyecciones espinotalámicas en teleósteos, que
terminan mayoritariamente en el núcleo ventromedial
(Murakami e Ito, 1985; Ito y cols., 1986). En
anfibios, aunque su presencia fue sugerida por Herrick
(1939), hasta el momento no existen evidencias que
confirmen dicha proyección, si bien, no se han
realizado hasta el momento experimentos con técnicas
de trazado anterógrado.
En anfibios anuros (Reina catesbelana)
Ebbesson (1969, 1976) con técnicas de degeneración
mediante hemisecciones espinales, describió que las
fibras que ascienden a través del funículo lateral se
agrupan fundamentalmente en dos tractos de fibras: un
tracto medial, situado en los funículos ventral y
ventrolateral que termina en niveles mesencefálicos; y
un tracto lateral que se localiza en el funículo
dorsolateral, en posición inmediatamente ventral al
tracto descendente del trigémino. Éste último tracto
asciende hasta el mesencéfalo, y en los casos en los
que realizó lesiones inmediatemente caudales al óbex,
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hasta el diencéfalo caudal. La mayoría de las
proyecciones de ambos tractos terminan en la
formación reticular del tronco cerebral,
mayoritariamente en niveles caudales, de forma que el
medial proyecta a los núcleos reticulares inferior y
medio, mientras que el lateral alcanza el núcleo
reticular superior, localizado en niveles más rostrales
(Ebbesson, 1976). AdemAs, a lo largo de su recorrido
a través del tronco cerebral, el lemnisco espinal envía
fibras al núcleo motor dorsal del vago, así como al
núcleo del tracto solitario, núcleo motor del facial, el
posible equivalente en anuros de la oliva inferior, el
cerebelo, y de manera más dispersa a lasustancia gris
periventricular en niveles del istmo. En el
mesencéfalo, dicho autor únicamente describió una
proyección poco desarrollada que termina en unazona
descrita por Potter (1965a) como los núcleos laminar
y magnocelular del torus semicircularis. Igualmente
sugirió la existenciade una proyección espinotalámica
directa, en aquellos experimentos en que las
hemisecciones espinales fueron inmediatamente
caudales al óbcx, en los que el lemnisco medialpodría
estar implicado. Dicha pmyección no fue observada en
los casos con lesiones en el segundo segmento
espinalo en niveles más caudales.
En anuros, únicamente existen estudios de
las proyecciones ascendetes espinales basados en
técnicas degenerativas (Ebbesson, 1969; Hayle,
1973a). La ausencia de proyecciones espinotalámicas
directas en los citados trabajos, contrasta con las
respuestas electrofisiológicas descritas en el tálamo, y
basadas en experimentos con estimulación
somatosensorial en el nervio ciático (Vesselkin y
cols., 1971>. Igualmente, resulta llamativo el patrón
restringido de fibras espinomesencefálicas (Ebbesson,
1969; 1976) frente al mapa somatosensorial de
representación de la superficie corporal presente en el
torus semicircularis (Comer y Grobstein, 1981). La
escasa diferenciación de las proyecciones
espinotalámicas y espinomesencefálicas descritas
puede serdebida a las limitaciones en la sensibilidad y
resolución de las técnicas degenerativas. La utilización
de técnicas de trazado retrógrado con HRP en
experimentos con aplicaciones en el tálamo (Neary y
Wilczynski, 1977) y en el torus semicireularis
(Wilczynski, 1981, Wilczynski y Neary, 1986), no
han permitido identificar la población neurona] que
pudiera originar las proyecciones espinales
ascendentes. Resulta necesario, por lo tanto, la
utilización de técnicas más sensibles de trazado
neurona] bidireccional con los nuevos y más sensibles
trazadores Leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris o
dextrano aminas, con objeto de estudiar detalladamente
las posibles homologías y diferencias existentes entre
las proyecciones espinales ascendentes de anfibios y
las de otros vertebrados.
En los urodelos Ambystoma tigrinuin y
Ambystoma ¡nexicanum, Herrick (1914, 1939a,
1948> y Herrick y Bishop (1957> observaron un
sistema que denominaron lemnisco espinal,
compuesto por fibras de segundo orden que se
originan en neuronas de la sustancia gris espinal y en
segmentos inferiores rombencefálicos, y queascienden
hasta niveles cerebrales más rostrales. De acuerdo con
la descripción de Herrick (1914, 1939a, 1948), dicho
sistema asciende a lo largo del rombencéfalo, en
posición inmediatamente ventral al tracto decendente
del trigémino, asociado al tracto espinocerebelar,
dando muchos fibras terminales en la formación
reticular rombencefálica (Herrick 1914) y en el
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cerebelo. En niveles más rostrales, la mayoría de las Himstedt, 1988) no se ha logrado confirmar las
fibras terminan en el techo mesencefálico, aunque sugerencias de Herrick en cuanto a la existencia de la
propone la posibilidad de que algunas de ellas proyección espinoralámica.
continuen rostralmente para terminar en el tálamo
dorsal (Henick 1939b, 1948).
En un estudio posterior basado en técnicas de
degeneración anterógrada en ajolotes juveniles,
<Ambys¡oma mexicanum>, mediante hemisecciones
en diversos niveles espinales, y seciones de raíces
dorsales braquiales y lumbares, Nieuwenhuys y
Cornelisz (1971) describieron un tracto que recibe
fibras desde todos los niveles espinales, y asciende por
la parte dorsal del funículo lateral. Este sistema,
interpretado como el lemnisco espina] de Herrick,
emite fibras en el rombencéfalo y en el cerebelo,
terminando principalmente en el techo mesencefálico
(Nieuwenhuys y Cornelisz, 1971), si bien la
presencia de una proyección espinotalániica no pudo
demostrarse. Los citados autores describieron el
sistema anterolateral formado por fibras que se
originan en su mayor parte en niveles
cervicobraquiales, y ascienden, a través del funículo
ventrolateral, hacia el tronco cerebral para terminar en
la placa basal del rombencéfalo, aunque un pequeño
componente alcanza el tegmento mesencefélico. Este
sistema comprende además un conjunto de fibras que
rodea a las del lemnisco espinal y termina dorsalmente
en el área de transición entre cerebelo y el techo
mesencefálico (Nieuwenhuys y Comelisz, 1971>.
Como en el caso de los anuros, en urodelos
no se han realizado, hasta el momento, trabajos de
trazado anterógrado sobre las proyecciones ascendentes
espinales, y en el único estudio de trazado retrógrado
efectuado con aplicaciones talámicas de HE? (Wicbt y
36
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AB STRACT
In tite present study an isolated preparation
of tite complete anuran central nervous system (CNS)
is described which can be kept alive for several days
and allows tracing, immunohistochemical asid
electrophysiological siudies. A simple perlusion
chamber is being used ¡si which tite isolated CNS
preparation is superfused with oxygenated Ringer.
Tite use of an isolated CNS has many advantages
including: 1) virtually alí arcas are easily accessible at
tite same time without having tite problem of bloed
vessels that hinder access; 2) large lesiosis and
massive tracer applications are possible without
survival problems of Che animal, asid tracers will not
be translocated by bleod circulation; 3) since
pulsatiosis caused by Che pressure changes of blood
circulation do not occur, intracellular recordings are
eomparatively easy asid stable, asid 4) Chis approach
offers Che possibility to work on Che same brain for
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several days by storing Che preparation in a
refrigerator overnight at low temperatures, Chus
allowing extensive utilization of a single preparation
asid a reduction of experimental animais required.
Some applications Co Che anuran auditory system
illustrate titat Che isolated anuran CNS is well-suited
for a variety of neuroanatomical and physiological
techniques.
INTRODUCTION
Many isolated preparatiosis of Che central
nervous system (CNS) have been developed asid Cheir
success often depends on special features of Che
preparation <bat enable it Co survive outside Che body
or on elaborate support strategies Chat reduce Che
etfects due Co absence of abload supply. A factor <bat
enhances viability of isolated CNS preparations is a
decreased need for oxygen and metabolic sulistrates
and Chis can be achieved in sorne cases by cooling
manimalian preparatiosis but is often fousid siaturally
in non-mammalian species.
Among such species are Che lamprey asid
freshwater tui-des. ‘Ube lamprey spinal cord is Chin,
has no intrinsic blood vessels, and is oxygenated
durectly from tite cerebrospinal fluid (CSF). The brain
stem has intrisisic blood vessels, but is probably also
oxygenated Co a large extent from tite CSF <Brodin
and Grilíner, 1990). Rovainen (1967a,b) took
advantage of <bese tavourable conditions by
developing an ¿it vitro preparation of Che lamprey
nerveus system. The isolated spinal cord casi be
maintained ¿a vitro for periods of 2-3 days aC a
temperature aronsid 7-101C (WaIlén et al., 1985). ‘Uhe
brain stem is somewhat more sensitive but can often
be maintained during a similar period of time (Brodin
asid Grilíner, 1990). ‘Ube turtle brain has ami unusual
resistance to anoxia (Lutz CC al., 1985; Hounsgaard
asid Nicholson, 1990). Itt vitro preparatiosis of
isolated parts of the CNS, especially of Che
telenceplialon (e.g., Connors asid Kriegstein, 1986;
Kriegste¡n asid Connors, 1986; Larson-Prior CC al,,
1991) asid otan isolatedcerebellum-brain stem-spinal
cord preparation (¡Ceiler asid Houk, 1989; ¡Ceiter eC al.,
1992; Sanrafizadeh asid Houk, 1994), are used
increasingly for combined tracing asid
electrophysiolog¡cal studies as well as for
pharmacological manipulations of Che CurtIe brain.
For most manimalian tissues it is not possible
Co maintain adequate physiological integrity without
pertusing Che vascular system with some ferm of
blood substitute, usually oxygenated artificial CSF.
An example of such a preparation is the isolated
guinea-p¡g brain (Llinás eta!., 1981; MúhíeChaler CC
al., 1993). Isolated neonatal CNS or brainstcm-spisial
cord preparatiosis, however, can be kept alive wlihnul
perfusion of Che vascular system. An ¡a vitro
brainstem-spinal cord preparation is available ter
studies on Che central control of respiration asid
locomotion (e.g., Smith asid Feldman, 1987). An
isolated CNS preparation of Che newly 1mw SouCh
American opossum, Monodelphis domestico, is a
very attractive model for studies on Che development
asid regeneration of synaptic interactiosis (eg.,
Nicholis et aL, 1990; M0llgkd et al., 1994).
la vitro preparations of Che amphibian CNS
are increasingly used in physiological studies.
Various approaches have been described including <be
use of a superfused preparation of Xenopus laevis
49
IR
Sistemas somatosensoriales en anfibios CONSIDERACIONES ‘U CNICAS 2.1
embryos (e.g, Kahn amid Roberts, 1982; Roberís and
Clarke, 1982; Roberts eC al., 1986), brain slices
(Holohean eC al., 1990), brainstem preparatiosis
(Schmidt, 1976; Schaffer 1982; Cochran CC al., 1987;
Straka and Dieringer. 1993; Atzori and Nistri. 1994;
Dicke ami RoCh, 1994; McLean eC al., 1995). and
combined spinal cord-muscle preparations (Sagawa et
al., 1987; Wheatley amid Stein, 1992). So far, Che use
of isolated CNS preparations tor tracing experiments
in anurasis was restricted Co a simple itt vftro
horseradish peroxidase (HRP) technique in which
pertused and subsequently fixed brains are used
<McCormick asid Braford, 1984; González asid Muñoz,
1987), asid Che cobalt-label¡ng procedure for fixed
braisis (e.g., Székely asid Oallyas, 1975; G6rcs eC al.,
1979). Straka and Dierisiger (1991) used ami ¡solated
brainstem-spinal cord preparation for HRP Iracing.
In Che present study an isolated preparation of
<be complete anuran CNS will be described which can
be kept alive tor severa! days asid allows trac¡ng,
immunohistochemical and electrophysiological
studies. A simple perfusion chamber (modified alter
Schaffer, 1982) is king used in which Che isolated
CNS preparation is superfused witli oxygenated
Ringer. me use of an isolated CNS has many
advantages. Sorne applications on tite anuran auditory
system will show <bat the isolated CNS is well-suited
for a variety of neuroanatomical asid physiological
techniques.
MATERIAL AND METHDOS
Xenopus laevis. Animals were deeply anesthetized
witlx tricaine meChanesulphonate (MS 222) asid coeled
Lo a body temperature of 5~C. The heartwas exposed
by rapid Choracotomy in order Co perfuse Che animal
transcardially with approximately 40 ml iced Ringer
solution <75 mM NaCí, 25 mM NaHCO3, 2 mM
CaCI2, 2 mM ¡CCI, 0.5 mM MgCI2, II mM
glucose) that had been oxygenized with carbogen
(95% 02, 5% CO2) Co a pH of 73 (Straka asid
Dierisiger, 1993). Head asid vertebral column were
titen severed asid Che sUn removed Co avoid te spread
of cutaneous toxins. ‘Uhe following preparation was
carried out under a dissectisig microscope ¡si adish <be
bottom of which was coated with Sylgard (Dow
Corning) and covered wiCh ice-cold Ringer solution.
‘Uhe skull was fixed with stainless steel needíes
sticked ¡sito Che Sylgard layer. The complete brain asid
spinal cord were isolated by a dorsal or ventral
approach by remov¡ng Che overlaying bony tissue of
Che skull asid <be vertebrae. The sierves werc cut wiCh
microscissors, special cm-e was tzken wi<b <be cranial
nenes asid especially Che branchlets of Che aud¡Cory
nene. After isolation which took approx. 10-15 mm,
Che CNS was transferred ¡sito anoCher dish witit fresh
iced Ringer. Subsequently, Che pituitary gland, Che
dura mater, asid Che choroid plexus were removed Co
facilitate oxygen diffusion into Che tissue. For ethical
reasons, Che telencephalon was removed (Muitíethaler
et al., 1993). The application of ti-acer substanees
usually followed immediately. In caseof intracellular
studies, Che CNS was isolated ene day prior Co
electrophysiological recordings asid was stored
overnight at 6rIC ¡si oxygenated Ringer solution.
Various amiuran species were tested for Che
applicability itt vitre,: Rana temporaria. R. peral,
Bombina orienealis, Discog¿ossus pictus, asid
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Two different approaches, crystalline
application and Che injection of aquceus solutiosis,
were used for Che application of tracers. Thesc were
horseradish peroxidase (HRP, Sigma), biocytin (Ne-
Biotinyl-L-lysine, Sigma), biotinylated dextran
amisies wiCh molecularweights of 3,000 <3 kD RDA,
U-? 135) or 10,000 (10 lcD RDA, D-l956), asid
various 10 kD or 3 kD lysine-fixable dextran amines
conjugated Co different fluorocliromes, eititer Co
tetrameChylrhodamine <RDA, D-1817 asid D-3308,
respectively) or fluorescein (FDA, D-1820 asid D-
3306, respectively). AII dextran amines were
purchased from Molecular ¡‘robes (Eugene, OR). For
massive application of tracers, e.g., after
hemisectiosis or in case of superficial application
sites, tite substances were applied as small crystals
dried onto Che tips of glass microelectrodes or sharp
tungsten needíes. Since al! substances tested are
líydrophilic, Che application aiea had Co be raCher di-y
Co avoid undesurable spread of <be dissolving ti-acer. A
reduction of spread was achieved by taking Che brain
out of Che Ringer solution for a short moment, asid
rapidly positioning Che crystal with Che aid of a
nxicromanipulator. Immediately after Che application,
Che braisis were submerged again into Che Ringer
solution that was subseqi>ently changed several times.
For Che applieation of Che dextran amine-
coupled fluorescent dyes ¡sito deeper brain areas, we
tested Che pressure injection of aqueous solutiosis
(approx. 5-10% substasice in distilled water) via glass
microelectrodes ChaL were broken down to tip
diameters of 10-30 pm asid attached Co a Hamilton
syringe. The electrodes were Chen positioned wiCh a
micromanipulator asid 1-10 ~ilof Che solution were
injected. WiCh Chis approach, tite isijection speed
turned out Co be a crucial parameter since rapid
injection <more titan 1 ¡1 pa mm) resulted in Icaicage
of <be substance along Che penetration track.
Intracellular rccordin~s of electricallv evoked activitv
¡si <be aud¡torv na<bwav
During recording, <he CNS was trasisferred ¡sito
a perfusion chamber (modified after Sclxaffer, 1982)
and fixed with staisiless steel pisis te Che Sylgard
covered floor of Che chamber (Ng. 1). ‘Uhe chamber
was mounted on ami X-Y-lable which allowed Co move
Che CNS horizontally ¡si relation Co the recordisig
electrode. The preparation was permanently superfused
w¡Ch freshly oxygenated Ringer solution. ‘Ube flow
rate was adjusted Co 3-6 mí/mm by a peristaltic pump
(Masterflex Pump Controller). The solution was
guided ¡sito <be chamber by silicone tubing Chat rau
Chrough ami ¡ce contaisier Co maintain a superfusate
temperature of lén <Straka asid Dieringer, [993).
Temperature asid pH or oxygenatiosi, respectively,
were monitored continuously.
Single branchlets of Che auditory nerve were
stimulated electrically with suction electrodes.
Stimuli consisted of monophasic aquare pulses (200
ps duration, 1-50 gA, 0.5 Hz repetition rate) asid
were delivered via ami isolation unit (WPI, stimulus
isolator A 360) which ¡si Cursi was controlled by an
interval generator (WPI, digipulser series 1800).
Recordings were done with glass microelectrodes with
an impedance of 80-120 Mfl when filled wiCh 1-2 M
potassium-acetate. After removal of Che pia mater,
electrodes were positioned stereoíactically asid lowered
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isito tite brain with a piezo-driven system
<Márzháuser; PM 10-1). Recorded potentials were
amplified (WPI, Cyto 720), digitized <Instrutech,
VRIOO A) asid displayed en a personal computer
screen for on-line control and stored on hard <lisk for
off-line analysis.
For intracellular staining, electrodes were
filled with a 3.5-4% solution of biocytin ¡si 0.1-
0.3 M potassium-acetate. Due Co Che low molarity of
Che solution, Che impedance of Che electrodes was
much higher (up Co 500 Mfl), but Chis did not
influence Che recordings signif¡casitly. Stain¡ng of a
neuron was achieved by applying a cosistant current
(1-3 nA> witit the iontophoresis unit of tite
intracellular amplifier for 1-10 mm. ‘Uhe membrane
potential was controlled every minute Co ensure Che
intracellular position of Che electrode. After
iositophoresis, <be electrode was immediately retracted
out of <be brain.
(lmmune)histochemical sirocedures
ASter extracellular application of Che tracers or
finishing Che electrophysiological recordings Che CNS
was stored in Ringer at room temperature, Che
solution was chasiged several times asid Che pH was
monitored Co ensure suff¡cient oxygenation. Over
night, brains were put hito freshly oxygenized Ringer
(pH 7.3; approx. 300 mí) asid Che container sealed air-
tight asid kept at EtC Co slow down metabolism asid
oxygen eonsumption of Che tissue. After 12 itrs at
Chis temperature, Che pH of tite Ringer solution
typically increased to 7.6-7.8. Witit Chis day/night
protocel, transport times were usually 16-18 hrs for
Che 3 kD RDA or fluorescení dextran amines, 20 hrs
for biocytin, Che 10 kD RDA asid Che fluorescent
dextran amines, asid 45 urs for MR?.
‘Ube subsequesit steps were depcndent en <be
tracer applied. [n tite case of MR? and biocytisi, braisis
were fixed w¡th 4% paraformaldehyde asid 1.25%
glularaldehyde in phosphate burfer (pH 7.4), or 4%
paraformaldehyde ¡si phosphate buifer (pH 7.4) for
RDA. Braisis were Chen embedded in gelatine,
polyacmylamide or embedding medium <Reichert-Jung)
for sectioning en a freezing microtome or in agar or
polyacrylamide for sectioning on a vibratome.
Section Chickness was 20 gm if <he sectiosis were
directly mounted ente slides after sectioning, and 40-
50 m if Che following steps were carried out w¡Ch free-
floating sectiosis. For <he localization of biocytin asid
RDA, endogenous peroxidases were blocked by
incubation in 0.5% H202 in phosphate buffer for 15
mm. Sectiosis were Chen rinsed several times, washed
wiCh 0.5% Triton-X 100 for 10 mm and subsequently
incubated wi<h streptavid¡n-couplcd HRP (Amersham;
dilution 1:100 in phosphate buffer) for2 hrs. Like <be
tracer HRP, Lite streptavidin <biocytisi)- or avidin-
biotin <BDA)-coupled HRP was Chen visualized wi<b
Che chromogen DAR following a modified protocol of
Adams (1981); Che peroxide was produced by a
glucose-oxidase-reaction (Shu eC al., 1988). ASter Che
DAR procedure, sections were lightly ceunterstained
witit neutral red, dehydrated andcoverslipped.
In Che case of Che fluorescesit dextran amines,
braisis were fixed wiCh 4% paraformaldehyde and
sectioned en a freezing microtome (40 psi) or on Che
vibratome (100 gm). If immunohistochemical
localization of neurotransmitters was desired
additionally, standard procedures with fluorescesit
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secondary antibodies were applied. Sectiosis were <ben
dried quickly Co avoid fluorescence fading asid
coverslipped witit anti-fading medium (Serva,
Fluoromount> era glycerin-gelatisi mtdium.
RESULTS
The application of HRP showed Che well-
known characteristics of Chis tracer: a dense spot of
non-incorporated enzyme aC Che application site asid
intense retrograde as well as anterograde labeling of
neuronal síructures (Fig. 2A). The enzyme was Éakesi
up by tite soma, by terminal structures, and by
damaged fibers of passage; transport speed was
approximately 0.5 mm/li. In contrast, Che application
of biocytin yielded isitensely staisied neurons at Che
applicatiosi site wiLhout a diffuse background,
indicat.ing ChaC most of Che tracer had been talcen up
by Che celis (Fig. 28). Transport speed was high (2
mm/li) and comparable to Che situaLion itt vivo
(Luksch asid Walkowiak, ¡si preparation). The uptake
of biocytin was neC restricted Co Che soma, and
resulted in anterograde u well as retrograde labeling.
Anterograde labeling (Hg. 2C) was stronger compared
Co HRP, whereas retrograde labeling seemed Co be less
intense. However, even Che retrograde label achieved
wiCh HRP did nol stain entise neurons but comprised
only primary asid secondary dendrites. 10 kD RDA
labeling was comparable to <bat described for
biocytin. A much faster axonal transport was
observed, however, for 3 kD RDA. W¡Ch Chis fast
dextran amine Golgi-like labeling of Che entire
neurosis including secondary asid tertiary dendrites was
achieved (Fig. 2D).
Figure 3 shows ami experiment ¡si Xenopus
laevis in which ascendisig projectiosis te <be Corus
semicircularis are demonstrated with 3 kD RDA.
Labeled celis are found in acoustic and vestibular ccl!
areas, in latera! line relate<l structures, ¡si Che dorsal
column nucleus, in a lateral cervical siucleus asid iii
Cite spinal cord. Comparable daCa were obtained from
Che oCher species studied.
‘Uhe use of tite dextran amine-ceupled
fluorescent dyes <FDA, RDA) yielded best results
when applied ¡si crystalline form, boCh for 3 kD asid
10 kD dextran amines, probably since Che
concentrations ¡si tite tissue achieved wit.h Che
isijection of aqueous solutiosis were too low Co result
in intense labeling of celís. The transport speed of Che
10 kD fluorescesit dextran amisies was slightly faster
for Che rhodamisie-coupled derivative (3 mm/h> Chan
for Che fluorescein-ceupied derivative <2 mm/li). Both
tracas viere transported retrogradcly as wcll as
anterogradely, and lcd Co an intense staining of semita
asid terminal structures up te a distance of 20 mm
<FiE. 4A). Lite for 3 kD RDA, a faster axonal
transpon was observed vihen using 3 kD fluorescent
dextran amines.
In tite experiments in which fluorescent
dextran amine-tracas and immunohistochemical
techniques for neuromodulator localization were
combisied, Che protocols did not interfere with each
oCher significantly. Figure 4B shows an example of
retrogradely labeled neurons of Che nucleus laminaris
(Corus semicircularis) traced viCh rhodamisie-coupled
dextranamin (red> and terminal stnictures cositaisiisig
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<he neuromodulator leucine-enkephalin detected with a
secondasy antibody ceupled Co FITC (green).
Intracelluiar recordin~s
‘Uhe electrical stimulation aC Che aud¡Cory
branchlets of Che statoaeoustic nene led Co neuronal
responses in several nuclei of Che auditory brainstem.
Neurosis in other arcas of Che brain, cg., in Che
tectum mesencephali, did not show responses,
indicating <bat Che electrical stimulation selectively
excited Che auditory paChway. ‘Uhe quality of <he nene
preparation had a strong influesice en Che stimulation
current <hat was nccessary Co excite auditory siucle¡;
stimulation current was usually 2-10 lÍA ¡si goed
preparations but had Lo be increased up Co 50 gA if
Che nene had been bruised or pulled. Intracellular
recordings were possible for up Co four days afLer
CNS isolation wiChout a noticeable loss of activity, a
decrease of membrane potenCial in penetrated neurosis,
or any sign of tissue degeneration iii stained structures
compared Co structures stained itt vivo. However, Che
stimulation current had te be increased probably due
Co Che squeezing of Che branehlets wiCh Che suction
electrode. ‘Uhe longest recording time for one
individual neuron was 4.5 h which exceeded ChaC in
comparable itt vivo recordings by far.
Intracellular application of biocytin yielded
intensely stained neurons (Hg. 5). The tracer was
distributed homogeneously in soma, dendrites asid
axonal struetures; no gradient vias observable so ChaC
Che recording site in Che neuron could not be detected.
Transport of Che tracer witbin Che celí vias fast
(approx. 2 mm/b) asid comparable Co Che transport
spced found after extracellular biocytin application.
‘Ube quality of ce!! stain¡ng depended en Che duratien
of Che iontophoreses ami <he current apptied bet also
on electrode characteristics; in sorne cases, neurosis
seemed te be completcly stained after application of 1
nA for only 1 mm. Occas¡onally, Wc observed
ensembles of stained neurosis <2-3) lying closely
together. Such simultaneously stained neurona!
ensembles were likely no artifacts due te accidental
extracellular application of biocytisi, since <bey wcre
also observed vihen <be resting membramie potenCial of
Che isijected neuron vias still high after Che
iontophoreses, indicating an intracellular position of
Che electrode. ‘Uhese simultancously stained neurosis
usually showed similar dendritic and axonal pattems.
Immunoh¡stochemical orocedures
The sunival time of Che preparation, which
was defined as Che time betwecn <he d¡ssectiosi of Che
animal and Che fixation of Che ¡solated CNS, ranged
bctween 16 bis for tite 3 Id) dextran amine uxacing and
4 days for isitracellularbiocytin studies. Even after Che
longest sunival times, no s¡gn of Cissue degeneration
was obsened. Labeled neurona! shructures had an
inconspicuous appearesice asid could be traced over
long distances (several centimeters) wititout any sign
of inhomogesiceus tracer distribution or membrane
disruption indicating ChaC Che fixation by immersion
vias sufficiently fasí Co avoid Cissue damage. In
general, every result obtained in Che itt vitro
preparation was comparable Co resulis collected with
an itt vivo approach. In <bose experiments where
immunohistochemistry for neuromodulator
localization fellowed <be transpon phase of Che tracer,
Che distribution of <be immunolabelcd terminais (cg.,
leucine-enkephalin) was indistinguishable from Che
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pattem found in itt vivo brains ChaC liad been fixed by
perfusion of mi anesihelized animal.
Each of Che varieus procedures tested for Lhe
localization of HRP, biocytin or RDA gaye
comparable staining of labeled structures. Howevcr,
sisice Che diflusion of Che streptav¡d¡n- or avidin-
biotin-coupled HRP complexes is limited, Che
<hickness of tite sections should not exceed 70 pm
when processed free-floating or 20 gm when
processed already mounted onto slides. Staining of
erythrocytes titat sometimes remained after Che
perfusion d¡sappeared completely after Che blocking of
endogeneous peroxidases viCh H202; Chis step was
osily pessible forb¡ocytin and BOA.
DISCUSSION
Me<bodoloQical consideratiosis
Various physielogical studies using itt vitro brain
approaches in arnphibians liave been published during
the last decades, comprising superfused CNS
preparatiosis of Xenopus laevis embryos (e.g., Kahn
and Roberts, 1982; Roberts asid Clarke, 1982;
Roberts eL al., 1986> brain slices (Holohean eC al.,
1990), braisistem preparatiosis (Schmidt, 1976;
Schaffer, 1982; Cochran CC al., 1987; Straka asid
Dieringer, 1993; Atzori asid Nistri, 1994; Dicke asid
Roth 1994; McLean et al., 1995) asid combined
spinal cord-musculature preparatiosis (Sagava CC al.,
1987; Wheatley asid Stein, 1992). Te our knowledge,
<he use of Che complete isolated CNS for tracing
experimesits has only been reported for HRP
(McCormick asid Braford, 1984; González asid Muñoz,
1987; Straka asid Dieringer, 1991>.
A crucial question for Che evaluation of daCa
collected in such a preparation is whether <bey are
comparable te findings itt vivo. Wc Chink <bat Clic
transferability is supperted by several arguments.
First, no cellular degeneration of Clic braisis was
observed even after several days in Clic Ringer
solution; intracellularly stained neurosis as well as
anterogradely asid retrogradely labeled structures
showed no differences Co neuronal structures stained itt
vivo <Straka asid Dieringer, 1991; Walkowiak asid
Luksch, 1994; Muñoz et al., 1995). The patíern of
labeling ¡si experiments such as Clic ene shown in
Fig. 3 is comparable te ChaL obtained in itt vivo
experiments (e.g., Wilczynski, 1981; W¡ll et al.,
1985; Feng asid Lin, 1991). Second, intracellularly
recorded neurons had resting potentials of up Co -90
mV even after Lhree days ¡si Che Risiger solution,
indicat¡ng a goed physiological síate of Che brain.
Third, our intracellular record¡ngs sliowcd Char [líe
electrical stimulation of Che auditory nave clicited
reactiosis ¡si ah nuclei of Clic auditory pathway
including Che dorsal mcdullary nucleus, Che superior
olive, various atructures in Che tegmentum
mesencephali, asid Che tenis semicircularis, but not ¡si
other brain areas. Since afferents Co Che m¡dbra¡n
include at least two sysiapses (up Co four), tite
essent¡al neuronal circuits seem te be intact.
Additiosially, we did neC find general d¡fferences when
recording itt vitro asid itt vivo <Luksch asid
Walkowiak, 1993). Fourth, Che
immusiohistochemical daCa on neuromodulator
localization showed no differences when compared
viCh results yielded ¡si another study (Luksch and
Walkowiak, 1992) where Che braisis viere fixated by
perfusion of tite anestlietízed animal. ‘Uhis finding
indicates <bat even afrer several days itt vitre, cellular
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synthesis and transport systems are functioning
properly. Taken togetiter, ye think that iii
amphibians, Che itt viero approach maintaisis a
physiological status of Che brain, allowisig anatomical
as well as pliysiologica] studies.
Of Che tracing substances applied
extracellularly, HRP has been used forseveral decades
asid is well characterized (Mesulam, 1982>. In
cembination witli a heavy metal-intensification
(Adams, 1981> asid Che tissue preservating glucose-
oxidase-modification <Shu eC al., 1988), anterogradely
asid retrogradely labeled structures are isitesisely
stained. However, even if Che retrograde transport
exceeds Che anteregrade ene, retrograde labeling of
neurons comprises osily Che soma and Che main
dendrites. Biocytin has been introduced as an
extracellular neuronal tracer only recently (King et al.,
1989). The uplalce of biecytin seems Co rely on a
specific, sodium- asid A’UP-dependent mechanism at
the soma <King eL al., 1989), and biocytin vias
Chorefore cliaracterized as ami anterograde ti-acer. ‘Ube
amousit of retrograde transport is described
contradictory in Che literature <King eC al., 1989;
Diamond et al., 1991; lzzo, 1991; Kenan-Vaknin eC
al., 1992) asid might depesid on Che density of
terminal stnsctures aC Che application site (Lapper asid
Bolam, 1991). In our experiments, retrogradely
labeled structures viere only weakly stained but
cemprised aB known afferents. The man advantages
of biocytin are Che fast and strong anterograde
transport, a comparatively wealc background aC Che
applicatiosi site which allows Che precise
identification of Che neurons labeled, Che possibility
te block endogenous peroxidases asid Che sensitivity
asid variability of Che detection system wlúch allows
DAB-precipitation as well as fluorescent label.
Rioúnylated dextran amines have similar advantages.
‘Uhese tracers are transported retrogradely as well as
anterogradely. ‘Uhe retrogradely labeled neurosis have
an excellent dendritic filling, viboreas Che ti-acer can be
identified aC long distances from tite injection site.
Particularly Che fast 3 kD RDA is extrcmely useful iii
Che itt vitro preparation.
Fluorescesit dyes coupled te dextran amisies
have been introduced as neuronal tracas several years
ago <Glover oC al., 1986; Fritzsch and Wilm. 1990;
Nance asid Bunis, 1990>. Small dextran amines with a
molecular weight of 3,000 diffuse faster [lían Che
larger 10 Id) enes <Popov asid Peo, 1992; Tao asid
Nicholson, 1992; Fritzsch, 1993). [si Che in vitro
appreach, Che substances have characteristics
comparable Co Che itt vivo situaLien, i.e. <bey are
tramísported anterogradely asid rctrogradely with 2-3
mm/li asid are Calcen up by inCact as weil as damaged
celis (Glover el al., 1986>. Similar findings have been
reported in a mammalian brain slice preparation
(Boulton eL aL, 1992>. Tlíe main advantages of Che
fluorescent dextran amines are Cheir fast asid
bidirectional transpofl, Che uptake by al! cellular
compartmesits, Che possibility Co apply two or Chree
differently ceupled substances for easy deuble asid
triple labeling asid Che ease of localizadon. Moreover,
deuble-labeled structures can be analyzed viCh
cosifocal laser scannisig microscopy in great detall.
One disadvantage is Che instab¡liCy of some
fluorescent dyes (e.g., FITC) te eChanol treatment,
Chus allowing only very rapid dehydration or
coverslipping wiCh water-so¡uble media. Another
problem arises if Clic combination of fluorescent
tracers viCh immunoliistochemistry is desired since
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glutaraldehyde, vihich may be necessary for Che
binding of ihe antibody Co its epitope, can not be used
because it causes autofluorescence.
Tlie use of biocytin fer Che intracellular
staining of neurons has several advamitages: Ve¡y short
applicatiosi time is required for complete staining of a
neuron, Che substance is transported rapidly asid
distributes homogeneously in <he celí asid Che axon,
Che tip diameter of Che electrodos can be small sisice
Che molecule is small asid does not tesid Co clog, asid
Che detection system is very sensitive. The finding of
simultaneously stained neuronal esisembles is
prebably due Co coupling of Chese celís via gap
jusictiesis (Simpson eL al., 1977) rather Chan
unspecifíc application of biocytin. Similar effects
hayo been reported by otiter greupa working with
biocytin (Kawaguch¡ et al., 1989; K¡ta asid
Armstrosig, 1991; Wiggers asid Roth, 1994; Schulte-
Mattíer asid Luhmann, 1995). This hypothesis is
supported by Che fact titat simultasieously stained
neurosis usually had comparable dendritic asid axonal
erganizatien. However, since a comparable percentage
of neuronal ensembles is feusid itt vivo, Chis finding
can siot be attributed te Che isolated brain preparation.
In our experiments with Che isolated braisis of
amphibians, ye did not find any teclinical limítatiosis
cenceming tite application of tracing subsCances. We
have neC Cested tite application of tracers via
iontophoretíc injections into deep tissue areas.
However, since neuronal circuits remain intact asid
can be activated across several synapses, Che exact
localization of nuclear beundaries by ¡nulti-unit
recordings asid Che subsequent stereotactic tracer
injection (e.g., 1-IR? asid biocytin) as described
elsewhere <Luksch asid Walkow¡ak, ¡si preparation)
sliould be possible. Moreover, we hayo not testad tite
combination of biocytin-applicatiosi asid
immunohistochemistry with different DAB-protocols
as described by Norgren asid Lehmasi <1990) or
Veenman CC al. (1992) te yield different light-stable
reaction products, vihich should be possible as well.
In general, we Chink <hat every <racing technique
developed itt vivo may be applied ¡si an isolated brain
preparation as well.
Tlíe analysis of physiological parameters ¡si an
iselated brain has sorne obvious limitatiosis, e.g., a
sdmulation of sensory systems viCh physiological
stimuli is exciuded. On Che eCher batid, Che
stimulation of sensory systems viCh electrical stimul¡
leads Co an exciCation of complete sensory pathways
asid complez reaction pattems in individual sieurons
comparable te tite f¡nd¡sigs ¡si isitact animais, Wc
Cherefore think Chat Che basic physiology of neurosis
can be investigated well itt vitre,. [si some cases, Che
complete deafferesitiation of <be brain even may be an
advantage of Chis preparation. Itt vivo, many
physiolegical parameters of tite animal mid Che
environment can nol be controlled entirely, e.g.,
variatiosis due Co experimental conditiosis such as
immobilization stress, changing oxygen supply, or
Che influence of otiter sensory modalities. Thc
constancy of Chese parameters is guaramiteed in Che
isolated brain, offering Che possibility Co analyze Che
response of single neurons and networks Co a reliably
constant stimulation asid Co manipulate Che network
via tite applicatiosi of neuropharníacological agesits or
via tite stimulation of different afferents.
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Resides Che limitations for physiological work
mentioned aboye, Che use of an isolated CNS has
many advantages. First, virtually alí arcas are easily
accessible at Che sanie time without hav¡ng Che
preblem of bloed vessels <bat líinder access. Second,
largo lesiosis asid massive tracer applications are
possible wiChout survival problems of Che animal,
and traeers will not be Cransíecated by bleod
circulation. Third, as pulsatiosis caused by Che
pressure changos of bloed cireulation do neC occur,
intracellular recerdings are comparatively easy and
stable. Additienally, since Che meninges can be
completely removed, Che penetration of Che electrodo
is facilitated asid no limitatiosis te Che electrode shape
exist. FourCh, Chis approaclí offers Che possibility Co
york on Che sanie brain fer several days by storing
<be tissue in a refrigerator evernight at low
temperatures, Chus allowing extensive utilization of a
single preparation and a reduction of experimental
animals required. TaJcen togeCher, we think <bat Che
¡solated frog CNS is well suited for a variety of
neuroanatomical standard procedures and, furihierinere,
may bridge Che gap between isolated cellular
physiology and Che analysis of complex brain
fusictiosis.
asid Grilíner, 1990> asid turtle <cg., Hounsgaard and
Nicholson, 1990; ¡Ceifer oC al., 1992) proparatiesis.
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Tite present study shows ChaC an isolated
anuran CNS preparation itas many advantages.
Adequate physiological integrity can be maintained
witliout perfusing Che vascular system as is siecessary
in isolaLed mammalian braisis (cg., Llisiás eC al.,
1981; MúbleChaler et aL, 1993). Titerefore, no
elaborate support strategy is necessary te reduce Che
effects due Co absence of a bloed supply. Isolated
CNS preparatiosis of anuran brains can be used viCh
equal success asid ease as Che lamprey (e.g., Brodin
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En el presente capítulo se describe, en
diversas especies de anfibios, un protocolo para la
realización de una preparación subperlundida con
solución de Ringer oxigenada, en la que el sistema
nervioso central (SNC) completo, y aislado del cuerpo
del animal, puede mantenerse vivo durante varios días,
permitiendo así la realización de estudios de trazado
neurona!, con aplicaciones de trazadores tanto
extracelular como intracelularmente;
inmunohistoquimicos y electrofisiológicos.
La viabilidad de las preparaciones itt vitro del
SNC depende de aspectos como las estrategias de
disminución de las necesidades metabólicas, así como
el abastecimiento de oxígeno y sustratos metabólicos,
que reducen los efectos causados por la ausencia del
riego sanguíneo. En la mayoría de los tejidos de
mamíferos no es posible mantener una integridad
fisiológica adecuada, sin perfundir el sistema vascular
con algún Cipo de sustituto de la sangre. Un ejemple
dc esto es lapreparación del cerebro aislado de cobaya
(Llinás y cols., 1981; MúhíeChaler y cols., 1993).
Sin embargo, las preparaciones aisladas del SNC
neonatal de la zarigúella (Nicliolís y cols, el 1990;
M0llgárd y cOIs., 1994), o preparaciones de tronco
cerebral-médula espinal (SmiCh y Feldman, 1987),
pueden mantenerse vivas sin perfusión del sistema
vascular.
En vertebrados no mamíferos se han
obtenido preparaciones itt vitre, viables para elestudio
de partes del SNC, debido a características
particulares. Así, en el caso del cerebro de la tortuga,
al presentar una resistencia inusual a la anoxia (Lutz y
cels., 1985; Hounsgaard y Nicholson, 1990), se han
podido conseguir fácilmente preparaciones itt vitro
(Connors y Kriegstein, 1986; Kriegstein y Conners,
1986; Keifer y Houk, 1989; Larson-Prior y cols.,
1991 Keifer y cols., 1992; Sarrafizadeh y Houk,
1994). En la lamprea la médula es delgada, carece de
vasos sanguíneos intrínsecos, y es oxigenada
directamente desde el fluido cerebroespinal; otras
regiones, como el tronco cerebral, presenCan vasos
sanguíneos intrínsecos, pero probablemente son
también oxigenadas en gran medida desde el fluido
cerebroespinal (Erodin y Grilíner, 1990). Todo ello
favorece la realización de preparaciones itt vitre,
viables (Rovaisien, 1967a,b; Wallén y cols., 1985;
Brodin y Grilíner, 1990).
En anfibios se han descrito diversos
protocolos para el estudio itt vitre, del SCN,
incluyendo la utilización de una preparación
subperfundida de embriones de Xenopus laevis (Kaiín
y Roberts, 1982; Roberts y Clarke, 1982; Roberts y
cols., 1986>. de secciones de cerebros <Holohean y
cols., 1990), y de tronco cerebral (Schmidt, [976;
Schaffer 1982; Cochran y cols., 1987; Straka y
Dieringer, 1993; Atzori y Nistri, 1994; Dicke y
Roth, 1994; McLean y cols, 1995), así como
preparaciones combinadas de médula espinal y
musculatura <Sagawa y colt, 1987; Wheatley y
Steisi, 1992). Hasta el momento, el use de
preparaciones del SNC completo y aislado, para
experimentos de trazado neuronal en anuros, se ha
limitado a ia utilización de la técnica de laperexidasa
de rábano (MR!’) itt vitre,, en la que se emplean
cerebros perfundidos y consecutivamente fijados
(McCormick y Braford, 1984; González y Muñoz,
1987), y del método de marcaje con cobalto en
cerebros fijados (Székely y Gallyas, 1975; GÉSres y
cols., 1919). Stralca y Dieringer (1991) utilizaron una
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preparación de tronco cerebral y médula espinal
aislados para trazado neuxonal con MR?.
En el presente trabajo se han empleado
técnicas de trazado neuronal, mediante la aplicación
extracelular de distintos trazadores en forma de cristal,
y de inyecciones de soluciones acuosas. En general,
las características observadas in vitro en cuanto a la
captación del trazador, y a la direccionalidad y
velocidad de su transporte son, en su mayor parte,
comparables a las descritas mediante la aplicación itt
vivo de MR!’ (Adams, 1981; Mesulam, 1982),
biocitina <King y cols., 1989; Diamond y cols.,
1991; lzzo, 1991; Lapper y Bolaní, 1991; Kenan-
Vaknin y cels., 1992> y dextrano aminas con pesos
moleculares de 3 kD o 10 kD, biotiniladas o
conjugadas a diferentes fluorocromos, como
tetrametilrodamina o fluoresceína (Glover y cols.,
1986; Fritzsch y Wilm, 1990; Nance y Bursis, 1990>.
Debido a que las dextrano aminas, de baje peso
molecular (3 kD), combinadas con biotina o con
sustancias fluorescentes, difunden más rápidamente
que las de alto peso molecular (10 kD) (Pepov y Peo,
1992; Tao y Nicholson, 1992; Fritzsch, 1993), su
utilización resulta sumamente útil en la preparación
itt vitre,. Así, con la dextrano amina de 3kD
combinada con biotina, se logró un rápido marcaje
neuronal completo, incluyendo dendritas secundarias y
terciarias.
Mediante la aplicación intracelular de
trazadores itt vitre, se consiguen los mismos
resultados que con las aplicaciones itt vivo. Así con
biocitina, ocasionalmente, observamos conjuntos de
neuronas, simultáneamente marcadas, con patrones
similares de morfologías dendriticas y axonales,
probablemente debido al acoplamiento de dichas
células por medio de uniones de tipo ‘gap (Simpson
y celt, 1977) a través de las cuales difunde la
biocitina, más que a una aplicación inespecífica de
ésta. Estos resultados, sin embargo, no pueden
atribuirse a la preparación de cerebroaislado, debido a
que se han descrito datos similares en estudios
realizados itt vivo (Kawaguchi y cols., 1989; Kita y
Armstrong, 1991; Wiggers y Roth, 1994; Schultc-
Mattler y Luhmann, 1995).
En los experimentes neuroanatómicos
realizados en el presente trabaje, no hemos encontrado
ninguna limitación técnica, en cuanto a la aplicación
de los trazadores itt vitro, ni signos de degeneración
celular, incluso después de varios días en la solución
de Ringer. Igualmente, no hemos observado
diferencias morfológicas con respecte a los estudios
realizados itt vivo, en cuanto a las neuronas marcadas
intracelularmente, las estnicturas marcadas anterógrada
y retrógradamente <Straka y Dieringer, 1991;
Walkowiak y Luksch, 1994; Muñoz y cols., 1995>,
así como a su patrón de conectividad <W¡lczynski,
1981; y cols., 1985; Feng y Lin, 1991).
Los resultados obtenidos en los
experimentos inmunohistoquimicos, para la detección
de Leu-Encefalina, y su combinación con técnicas de
trazado con dextrano aminas itt vitre,, no mostraron
diferencias, con los obtenidos en un estudio previo
(Luksch y Walkowiak, 1992>, en el que los cerebros
fueron fijados, mediante la perfusión de los animales
anestesiados. Esto indica que, incluso después de
varios días en condiciones itt vitre,, los sistemas
celulares de síntesis y transporte funcionan
adecuadamente.
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La estimulación eléctrica itt vitro de las
ramas auditivas del nervio estatoacústico condujo a la
producción de respuestas selectivas en varios núcleos
auditivos del tronce cerebral, incluyendo el núcleo
rombencefálico dorsal, la eliva superior, diversas
estructuras del tegmento mesencefálico, y el tenis
semicircularis; hasta cuatro días después del
aislamiento del SNC, sin observarse una pérdida
apreciable de actividad o una disminución del
potencial de membrana de las neuronas penetradas, que
mantuvieron potenciales de reposo de hasta -90 mV -
El tiempo de registro más largo para una neurona
individual fue de 4.5h, el cual excede
considerablemente al conseguido en un registro
comparable itt vive,. Debido a que las gerencias al
níesencéfale incluyen por lo menos dos sinapsis
(hasta cuatro), los circuitos neuronales esenciales
parecen conservarse en esta preparación, la cual
mantiene un buen estado fisiológico del cerebro.
Además, en general no hemos observado diferencias
entre los registros itt vitro e itt vivo (Luksclx y
Walkowiak, 1993>.
El análisis de parámetros fisiológicos, en un
cerebro aislado, tiene algunas limitaciones obvias,
como la imposibilidad de excitar sistemas sensoriales
mediante estímulos fisiológicos. Por otra parte, su
excitación con estímulos eléctricos conduce a la
estimulación de las vías sensitivas completas, y a
patrones de reacciones complejas en neuronas
individuales, comparables a los hallazgos en animales
intactos. En algunos casos, la desaferentación
completa del cerebro puede suponer una ventaja de
esta preparación. itt vivo, muchos parámetros
fisiológicos del animal y el ambiente no pueden ser
enteramente controlados, como por ejemplo, las
variaciones debidas a las condiciones experimentales
tales como el estrés causado por la inmovilización, el
cambio en el abastecimiento del oxigeno, o la
influencia de otras modalidades sensoriales. La
preparación del cerebro aislado asegura la estabilidad
de estos parámetros, ofreciendo la posibilidad de
analizar la respuesta de neuronas únicas y de redes
neuronales, ante una estimulación felíacientemente
constante, y de manipulaciones por medio de la
aplicación de agentes neurofarníacológicos o por la
estimulación de distintas aferencias.
La utilización del SNC aislado ofrece
numerosas ventajas para la realización de
experimentos tanto anatómicos como
electrofisiológicos. Todas las áreas cerebrales son
fácilmente accesibles sin el inconveniente dc la
presencia de vasos sanguíneos que dificultan o
impiden el acceso. En los experimentos anatómicos
es posible realizar grandes lesiones y aplicaciones
masivas de trazador, sin los problemas consecuentes
de supervivencia del animal; además, los trazadores no
son transportados por la circulación sanguínea. Los
registros electrofisiológicos son comparativamente
más fáciles de realizar y más estables que mediante la
aproximación itt vivo, al no producirse las
pulsaciones ocasionadas por los cambios de presión de
la circulación sanguínea. Igualmente, al ser posible
extraer completamente las meninges, lapenetración de
los electrodos se facilita, y por tanto no existen
limitaciones en cuanto asu forma. Esta aproximación
experimental ofrece la posibilidad de trabajar sobre el
mismo cerebro durante varios días, almacenando el
tejido en un refrigerador durante la noche a
temperaturas bajas, y permitiendo así su utilización
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continuada, con la consiguiente reducción del número
de animales de experimentación.
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CAPÍTULO 3
Proyecciones espinales ascendentes
3.1. - Spinothalamic projections in amphibians as revealed
with anterograde tracing techniques
3.2. - Spinal ascending pathways itt amphibians: celis of
origin and main targets
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Spinothalamic projections in amphibians as
revealed with anterograde tracing techniques
3.1
A. Muñoz, M. Muñoz, A. González and H.J.
ten Donkelaar*
Department of Cdl Biology, Faculty of Biology,
Complutense University of Madrid, 28040 Madrid,
Spain
*Deprjnent of Anatomyand Embryology, Faculty of
Medical Sciences, University of Nijmegen, Nijmegen,
The Netherlanda
Based on: Neuroscience Letters 171(1994)
8 1-84
Key words: Spinal cerd, Ihalamus, SpinoChalamic
projections, Somatosensory systems, Amphibians,
Anurans, Urodeles, Tract-tracing.
ABST RACT
- Direct spinothalamic pathways were
demonstrated in anurans (Ratta ridibuttda. Xettopus
toevis) and in Che ribbed newt, Pleurodetes wat¡1. W¡th
Che powerful anterograde tracers Phasee, tus vulgaris
leucoagglutinin and biotinylated dextran amine ratlíer
extensive spinothalamic projectiosis were found,
including Che ventromedial tlíalamic nucleus, <líe
dorsal Chalamus and several posterior diencephalic
nuclei (anurans), and Che neuropil latera] Co <líe pars
ventralis thalami as well as Co Che anteroventral and
posterodorsal zones <P. walt!), respectively.
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The presence of spinoChalamic patlíways
appears te be a shared character in Che brain of
aníniotes. Thus, tlíalamic projectiosis from secosid
order neurosis in <líe spinal cord have been extensively
shown for mammals25, birds18, and reptiles2’3’8.
Among anamniotes, a distinct spinothalamic
projection has been demonstrated only in an advanced
galeomorph slíark, Che nurse shark, Gittgtyme,storna
cirra¡um4, possibly a case of a non-homologous,
independently evolved character’ ‘.
In amphibians so far tracing studies failed te
show spinothalamic projectiosis, both in
anurans35’’3 and in urodeles14’23. In Che present
study Che presence (or lack) of spinothalamic
projectiosis in amphibians was studied wiCh modern,
more powerful, anterogradely transported Cracers.
Tlíerefore, in Che anurans Ratta ridibunda and Xene,pus
laevis, and in Che ribbed newt, Pleurodeles walt!, Che
lracers Phaseolus vulgaris leucoagglutinin <PHA-L) or
biotinylated dextran amine (RDA) were selectively
applied mCe Che spinal cord, and Che anterograde
labeled fibers and terminals in Che Chalamus were
examined. In addition, several experiments with spinal
injections of líorseradish peroxidase (HRP> were
available for each species. Part of Che results have
been published in abstract fonn’0.
me data presented are based on a total of 18
adult specimens of Rana ridibunda, six of Xene,pus
laevis and 10 of Pleurodetes walt!. In addition several
RDA experiments were done in late tadpole stages of
X. laevis. The animals were commercially obtained
(R. ridibunda and X. laevis> or captured in Che wild
<wiCh permission from Che Spanish Government) in
Che surroundings of Madrid (P. walt!). AlI
expeúments were carried out under surgical anaesthesia
with tricaine meChanesulphonate (MS 222, Sandoz).
In Clíree series of experiments, Che tracers MR!’ <6
cases>, PHA-L (II cases), and RDA (12 cases) were
injected unilaterally mCe Che cervical, Choracic <Chree
cases) or lumbar (Chree tadpoles) spinal cord. [si
addition, in five cases, RDA was applied Co Che spinal
cord as crystals (recrystallized froní a saturated
solutien of Che tracer in distilled water).
AII injectiosis were made iontophoretically
by applying 5-8 jiA positive pulsed current (7s onl7s
ofO te Che tracer solutien (15% HRP, 2% PHA-L or
10% RDA) in a glass micrepipette <outer tip diameter
20-30 gm) for a period of 15-30 mm. The animals
were allowed te survive for 6-10 days in tlíe
experiments witb PHA-L or RDA, and for 15-20 days
in Che HRP experiments. They were Chen
reanesChetized with an overdose of MS 222 and
perfused transcardially with 0.1 M phosphate bufrer
(pH 7.4), followed by a fixative contaisiisig 1%
paraformaidehydc and2.5% glutara]dclíyde (for Pl-IA-L
asid RDA experiments) or 1% paraformaldchyde and
1.25% glutaraldehyde (for HRP experiments) mn 0.1
phosphate buffer. The brain and spinal cord werc
removed and further fixed for ene Co feur hours in Che
perfusion mixture. They were Chen immersed in a
mixture of phosphate buffer and 30% sucrose solution
for three Co five hours at 4~C, subsequently embedded
in a solution of 15% gelatin with 30% sucrose added,
and storedovemight lii a 4% formaldehyde solution at
room temperature. Frozen sections were cut at 40 pn
Chickness in Che frontal plane on a freezing
microtome. Histochemistry fer HRP followed a heavy
metal intensification of Che diaminobenzidine (DAR>-
based HRP reaction product. Por Che immunostaining
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for PHA-L Clic indirect peroxidase- antiperoxidase
(PAR) Cechnique was used, for visualizing BDA, a
Vectastain ABC Elite Kit (Vector Laboratories>.
The daCa obtained in Ratta ridibunda and
Xenopus tae vis were largely comparable and a
common pattern was found for Che spinothalamic
projection from <líe cervical spinal cord, as depicted in
Fig. 1 for Ratta ridibunda. The nomenclature br <líe
different Chalamie neuronal groups follows tlíat of
Neary and Northcutt’2 for Che bullfreg, Rana
ca¡esbeiana. Application of each of Clic tracers mCe dic
spinal cord at cervical levels always resulted in <líe
labeling of ascending fiber systems, among which a
small contingent of fibers is seen Co arise in Che dorsal
gray of <líe spinal cord, passing ventrally Co cross <líe
midline ventral Co Che central canal at Che same spinal
levels or immediately rostral Co Cheir celís of origin.
In Clic contralateral spinal cord Che fibers turn rostrally
andascesid as Che spinal lemniscus in Che venírolateral
funiculus. A few uncrossed fibers ceurse restrally in
Che ventral funiculus. Througheut Che brainstem, most
of Che fibers of Che spinal lemniscus Cerminate in
rhombencephalic and mesencephalic centers. However,
a small component of fibers proceeds rostrally in Che
ventrolateral aspect of Che caudal diencephalon. Here,
most fibers bend dorsomedially towards diverse
Cargets. At caudal diencephalic levels Che dorsomedial
parC of Che nucícus of Che posterior tubercle (TP> is
heavily innervated by labeled fibers, some of diese
Cerminate here whereas sorne odiers centinue toward
Che dorsal Chalamus (Figs. ID, E; 3A, B>. In Che
ventral Chalamus, Che ventromedial nucleus receives
Che heaviest spinal projection as Chin varicose fibers
diat cross a]most alí of its eclI layers (Figs. lA, B;
3C>. Fibers CLaC reach Chis nucleus pass Chrough Che
dorsal and ventral parts of Che ventrolateral thalamic
nucleus where also varicose structures were found. A
small contingent of bibers arborizes wiChisi Che limits
of Che posterior entopeduncular nucleus. In alí Che
nuclei, Cheir caudal aspcct is always Che most densely
innervated. Fewer andscattered labeled fibers reach Che
dorsal Clialamus and innervate Che central, posterior
and, te a lesser extent, anterior nuclei. In addition, the
posterodorsal aid posteroventral latera] nuclei are also
scarcely innervated alChough numereus passing bibers
cross towards Che medially located dorsal Chalamic
siuclei. In Che experiments wlíere Che application of dic
tracer was located in Che thoracic spinal cord, similar.
alChough less intensive, labeling was feund in Che
Chalamus, where Che ventromedial nucleus receives Che
heaviest innervatien. En Chree Xenopus laevis tadpole
stages <stages 54, 57) a few ascending fibers from the
lumbar spinal cord were feund to innervate Che ventral
Chalamus.
In Che ribbed newt, Pleurodeles walt!, HRP
applications te Che spinal cerd failed Co label ascending
projections as bar as Che dienceplíalont0. However,
after PHA-L injections and RDA applications into Che
cervical spisial cord, a consistent and conspicuous
labeling in Che Chalamus was found (Fig. 2). The
different thalamic arcas are Cermed after Wicht and
Himstedt23 for Triturus alpestris. As for anurans,
ascending spinal fibers, predominan<ly contralateral Co
the injection side, ascend in Che ventrolateral
buniculus, pass Chreugh Che brainstem, and enter Che
mesodiencephalic Iransition area. Here, Che fibers bonn
a neuropil just latera] te Che celís in Che pars ventralis
Chalami (Figs. 2B-E; 3D) Chat can be considered as a
rostral continuation of a profuse terminal zone in Che
area equivalent te Che tenis semieirculañs in Che dorsal
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mesencephalic tegmentum. Rostrally, labeled fibers
ascend up Co Che level of te habenular commissure
(Fig. 2A). Varicose fibers distribute primarily Co die
internal zone of Che white matter, avoiding Che
periventricular grey where almost alí of Che celís are
located. Widiin Che dorsal thalamus, a few scattered
fibers terminate in Che pesterodorsal zone (Eigs. 2D;
3E) and also in dic anteroventral zene (Figs. 2C; 3F).
The present study demonstrates dic presence
of rather distinct. direct spinothalamic pathways in
amphibians. The use ob new and more powerful
anterograde tracers has made it possible Co identify
even fine terminal fields and Chin scattered fibers in Che
Chalamus ob Che tlíree species studied. Although in
anterograde degeneration studies in amph¡bians,
distinct dorsal and ventral ascending bundíes were
found in Che ventrolateral spinal buniculus, Che most
rostrally lecated targets of ascending spinal patlíways
werc beund in Che mesencephalic Cectum in Che
axolotl’4 and in Che midbrain tegmentum of
anurans3’5, rcspectively. The lack of degenerating
fibers or terminals in Clíalamic areas only confirmed
other studies5’’7 in varieus anamniotes in which
spinoChalamic projections could neC be observed. WiCh
<líe sole exception of an advanced galeomorplí shark
<Che nurse shark, Oinglynzoste,ma cirratum) iii which
spinal projeetions were found te reach Che tlíalamus4,
it seemed likely that spinoChalamic pathways evolved
in amniotes only.
In anurans, however, electrophysiological
studies20 suggested a bilateral processing of somatic
information alí along Che rostrocaudal extent of Che
dorsal Chalamus. In Che telenceplialon several arcas
respond Co somatic stimuli including Che dorsal
pailium, Che medial pallium, Che septum and Che
stuiatum15’20. AB these telencephalic cenCas have
been identilied Co receive Chalaníic information from
Che various nuclei CLaC resposid Co somatic signals.
Thus, Che medial pallium, asid Che dorsal palliuní are
innervated by Clic anterior Chalaníic nucleus7’1 1,16,21
The striatum receives Chalaníic information from Che
centraldorsal Clíalamus2Z24, and Chis Chalamic region
can be viewed as an intermediate in Che transitien ob
somatie information Co Che striatum. The present
study shows that, apart from somatosensory
informatien relayed te Che Chalamus via Che dorsal
coíumn siucleus%’3, a direct channel from Che spinal
cord is also available in anurans.
In urodeles, relatively few experimental dala
are available en ascending somatosensory padiways.
[si a pioneer study in A’nbyste,rna tigr¡nurn, Herrick6
suggested a spinal innervation of Che medial zene of
Che sensory dorsal Chalamus. Anterograde
degeneratien14 or HRP23 siudies could neC confirm
Herrick’s ideas. In Che present study in Pleurodeles
walt! a small projection te dic posterodorsal and
anteroventra] zones ob Che dorsal Chalamus was shown.
BoCh zones have been demonstrated Co project Co Che
slriatum and Che medial pallium, respectivelytl9.23,
Therebore, in urodeles as in anurans, various dorsal
Chalamic structures might serve as relay stations bor
somatosensory information from Che spinal cord Co Clic
telencephalon.
Ihe prcsent study was supperted by a Grant
from Che Spanish Govemment (DGICYT PB 90-0628)
Co A. González and a NATO ColJaborative Research
Grant (930542) Co H.J. ten Donkelaar. The audiors
would like Co Chank Mrs. Inc Bergcrvoet-Vernooy fer
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F
Figure 1: Camera lucida drawings of transvene secticus througb dic diencephalon from rostral (A) to caudal (E>
for a representative expaimcnt w¡tl¡ BIJA application tu dic cervical spinal cord (sbaded arcas in E) of Rana
ridibw¡da. Abbreviations: A. C, anterior ¡md central tlialamic nuclei; cho, chiasma opticum; La, Lpd, Lpv,
laical dislamic nucicus, anterior, posscrodorsal sad posteroventrul divisloas; Mg, magnocellular preoptie
nucleus; NPv, nucicus of ¡he periventricular &gan; P, posedor lhalamic nucleus; SC, suprachiasmauie nucicus;
un, tcctum mesencepbsli; TI’. nucleus of dic posterior tubczculum; VH, ventral hypothalamic nucleus; VId,
VIv, ven¡rolateml thalamicnucleus, dorsal ami ventral parts; VM, ventromedial sud thalamic nucleus.
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ib
Figure 2: Diagrams of u-ansverse se~nons tbrough the dieocephalon from» rostral <A) ¡o eaudal (E) for a
represenrative expedment wth a PHA4. injecuon so dic spinai ccwd of (áSed arta in E). Abbreviuzkms: dio,
ebiasma opdcum; hb, habenula; pop, *uclcus preopticus, pus posterivc pvt, psis ventolAs ¡bajunA; zav, zona
anteroventralis; zpd, zona pos¡emdorsa~is.
A
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ABST R ACT
As pan of a research programme en Che
evolution of somatosensory systems in vertebrates,
Che various components ob ascending spinal
projectiosis were studied with in vivo and in vitro
tract-Cracing techniques in representative species of
amphibians (Che large green frog, Rano peral, Che
clawed toad, Xenopus laevis, and Che ribbed newt
Pleurodeles walt!). Three main ascending sensory
channels were demonstrated:
1) Ascending projectiosis via Che dorsal
funiculus include primary sud sion-primary projectiosis
that ascend Co Cerminate mainly in Che dorsal column
nucleus at obex levels. A small component ascends
barther rostralwards te terminate in the reticular
formation, Che octavolateral area, Che trigeminal
nuclear complex and in Che granular layer of Che
cerebellum.
2) Projections ascending via Che dorso!alero!
funiculus reach odier spinal sud supraspinal targets
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Chan Che dorsal funicular fibers, mainly ipsilaterally.
At upper cervical cord sud obex levels, many fibors
innervate a region considered Che amphibian
homologue of Che lateral cervical nucleus of
mammals. [si Che medulla, diese fibers ascesid ventral
te Che descesiding trigeminal tract Co terminate in Clic
dorsal column and dic solitary tract nuclei, sud more
restrally, in Che reticular formation, Che descending
trigeminal nucleus, sud Che medial aspect of Che
ventral octaval nucleus. Major projectiosis reach Che
area between Che facial motor nucleus and Che ventral
octaval nucleus, and a mediolateral subcerebellar band.
These projections arise in neurosis located mainly in
Che ipsilateral deep dorsal and latera] fields Chroughout
Che spinal cord.
3) Ascending spinal projections via Che
ventral quadrarn ob Che spinal cord (Che ventral sud
ventrolateral buniculi) ascend diroughout Che brainstem
up te Che diencephalon. Along its course Chis
compenent innervates various parts of Che reticular
bormation, Che octavolateral ares, Che granular layer of
Che cerebellum, Che region ventromedial asid
ventrolateral te Che isthmic nucleus asid Che
subcerebellar region. In Che mesencephalon, Che tenis
semicircularis, Che midbrain Cegmentum sud, sparsely,
Che tectum mesencephali are innervated. Beyond Che
midbrain various dorsal sud particularly ventral
thalaníic nuclei and Che posterior tubercle are
innervated by Chis ascending sensory channel. The
celís ob origin of some of Chese projeetiosis wcre
observed in Che dorsal, sud Co a lesser extent, in Che
lateral sud ventral spinal flelds ob Che spinal cord.
Evidence for Clic presence of diese three main
ascending sensory channels tlíroughout vertebrates will
be discussed. Tho presence of such channels appoars Co
be a shared character in Che brain ob both amniotes and
ananíniotes.
INTRODUCTION
[siterrestrial vertebrates. two basic systems of
ascending spinal projectiosis are bound <see Willis sud
Coggeshall, 1991): 1> a prirnary afferent ascending
spinal projection via Che dorsal buniculus Co Che dorsal
eolumn nucleus, and 2) a secondary afberent projection
via Che lateral funiculus Co Che reticular formatioíí,
mesenceplíalon asid Chalamus. Recent studies in
amphibians (kMuñoz el al., 1994b, 1995 a,b) show
that dic dorsal column nucleus also receives non-
primary spinal afferents, sud Chal Che dersolateral
funiculus innervates an anuran homologue ob Che
manímalian lateral cervical nucleus. BoCh Che dorsal
column nucleus and the latera] cervical nucleus
isinervate Che contralateral Chalamus via Che medial
lemniscus. Moreover, distinct spinothalamic
projectiosis are present in amphibíans (A. Muñoz eC
al., 1994a). These studies suggest CLaC Che classical
subdivision ob ascending spinal prejectiosis mCe two
systems is Coo simple.
The present study will show diat three main
ascending sensory channeis are present in vertebrates:
su ipsilateral projection via Che dorsal funiculus Co Che
dorsal column nucleus, a mainly ipsilateral projection
via Che dorsolateral buniculus te a lateral cervical
nucleus sud various rhombencephalic centers, sud
mainly contralateral prejections via Che ventral and
ventrolateral funiculi (Che ventral quadrant of dic spinal
cord) Co Che brainstcm sud Che dialamus. The ascesiding
projectiosis CLaC ceurse in Che various funiculi of Che
spinal cord were studied wiCh medern tract-tracing
techniqucs in three representative species of
amphibians: two anuran species, Che Spanish large
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gyeen frog, Rana perezi (formely R. ridibunda), and die
SouCh African clawed toad, Xenopus laevis, and one
urodele species, Che ribbed newt, Pleurodeles walt).
me targets of ascending spinal fibcrs were studied
with anterograde traeers <Phaseo tus vulgaris-
leucoagglutinin, horseradish peroxidase asid
biotinylated dextran amine). The celís of origin ob
some of diese ascending sensory patbways were
analyzed by retrograde labeling wiCh HRP sud BDA.
The latter parC of Chis study was done en an in vitre
preparation of Che anursu central sierveus system, ie.
su isolated brain preparation (Luksch et al., 1996). It
will be shown Chat Che presence of Chree ascending
sensery chansicís is common Co vertebrates, and is a
shared character in Che brain of bodi amniotes sud
anamniotes.
MATERIALS AN» TECHNIQUES
The present study is based en data obtained in
dic anuran species Rana pereziand Xenopus laevis sud
in Che urodele Pleurodeles walt!. A total number of 20
adult R. perezí, 9 adult sud 10 yeung adult X. laevis
sud 12 adult 1>. walt! were used. The animals were
oblained from laboratory stock of Che Department of
Celí Biology, University Complutense ob Madrid (R.
perezi sud P. walt!), sud (líe Department of Animal
Physiology, University of Nijmegen (X. laevis). In
vivo sud in vitre approaches were used.
ha vivo tract-tracing experiments. AII
experiments were carried out under surgical anesdiesia
with MS 222 (Sigma). The anterograde tracer
Phaseo)us vulgaris-leucoagglutinin (PHA-L, Sigma)
as well as Che bídirectionally transported tracers
horseradish peroxidase (HRP, Boehringer), and
biotinylated dextran amine (BOA lOkD, Molecular
Probes) were applied Co Che dorsal hora of various
spinal segments. Tracer solutions <a 10% HRP; a 2%
PHA-L or a 10% BDA solutien in 0.1M phosphate
buffer-PB-pH 7.4) were iontophoretically injected
during 5-10 mm using a 5-10 ¡tA positive pulled
current (7 s on/7 s 0ff) aC cervical (brachial), thoracic
or lumbar spinal cord levels in R. perezi and X. loe vis.
Cervical injectiosis were made in P. walt). In another
set ob experiments, BOA was recrystallized from
distilled water onCe fine sharp Cungstesi needíes er
glass micropipettes sud applied dorsally at different
spínal levels as well as in die tenis semicircularis sud
Che ventral Chalamus of Rano perezi and P. walt).
Survival times varied from 5 te 10 days. The animals
were diesi reanesChetized sud perbused transcardiaily
wiCh isotonie salme bollowed by a fixative cenCainisig
4% paraformaldehyde for Che PHA-L asid RDA
experiments, 1.5% paraformaldelíyde asid 2%
glutaraldehyde for Che HRP cases, in PB. The brain
sud spinal con] were removed, postfixed fer feur heurs,
cryoprotected in a 30% sucrose solution in PB, sud
embedded in gelatin or polyacrylam¡de <see ten
Donkelaar and de Roer van Huizen, 1991). The braisis
were cut transversally at 40 pm en a freezing
microtome. Histochemistry for HRP bollowed Che
heavy metal intensification of Che diaminobenzidine
<DAB)-based HRP reaction product accerding Co
Adanís (1981). For visualizing RDA, su avidine biotin
complex (Vectastain ABC Elite Kit, Vector
Laboratories) was used. PHA-L was visualized wiCh su
indirect peroxidase suti-peroxidase (PA?) technique
<Stersiberg, 1979) using as sutibodies: 1) goat anti-
PHA-L (Vector) (1:2000) ovemight at 40C, 2) donkey
suti-goat (Nordie) (1:50) fer lh at reem temperature,
sud 3) PA? goat (Sigma) (1:800) for 1h at room
Cemperature. The antibodies were diluted in 0.1%
Triton X-100 in a 0.05M Tris/salme pH 7.6 buffer.
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In some cases Che sections were subsequently
osmifícated for 30-45 mm in 0.1% osmium tetroxide
in PB. Selected sectiosis were counterstained with
0.1% cresyl violet solution. The sectiosis were
meunted en gelatin coated glasses and coverslippcd
widi EnCellan (gelatin embedded sectiosis) or glycerin-
gelatin (polyacrylamide embedded sectiosis).
1» vitro tract-tracing experiments. In 10
young adult Xenopus laevis, su iii vitre approach was
used according Co Luksch et al. (1996) based on
Cochrasi eC al. (1987). The animals were deeply
anesChetized wiCh a 0.2% solution of M5222 sud
perfused transcardially with iced Ringer selution (75
mM NaCí, 25 mM NaHCO3, 2 mM CaCI2, 2 mM
KCI, 0.5 mM MgCI2, 11 mM glucose; pH 7>4). The
braisis were removed, submerged in Che sanie iced
Ringer sotution, asid cut at middiencephatic or
midmesencephalic levels. Applications of 3kD BDA
(Molecular Probes, D-7 135), recrystallized aC Che tip of
sharp tungsten needíes or glass micropipettes, were
made widi Che help of a micromanipulator at Che
ventral dialamus, Che torus semicircularis or at Che
dorsal horn of dic spinal cord. The braisis were kept for
18 heurs at 15
0C in continuously oxygenated Ringer
solution <pH 7>4) witl¡ carbogen, sud subsequently
processed as described for the in vivo RDA
experiments.
The nomenclature used in Chis study is
largely based en studies by Ebbesson (1976) en Che
spinal cord, by Opdam sud co-workers (Opdam sud
Nieuwesihuys, 1976; Opdam et al., 1976) asid
Nikundiwe sud Nieuwenliuys (1983) on Che brain
stem, by PoCter (1965) en die midbrain, by Neary sud
NorChcutt (1983) sud Wicht sud Himstedt (1988) on
Che diencephalen, sud by
en dic telenceplíalon.
NortlícutC and Kicliter <1980)
RESULTS
In Che prescsit study essentially Cwo Cypcs of
experiments were carried out. The supraspinal targets
of ascending pathways from Che spisial cord were
studicd wiilí anterograde tracers. The celís of origin of
spinoreticular, spinotoral asid spinothalamic
projectiosis were studied widi retrograde tracers. Some
general remarks are appropriate here. Following
iontophoretic or dry application of Craccrs, rather
extensive ascending projectiosis were found. The spinal
cord gives risc te distinct, mainly ipsilateral,
ascending projectiosis via Che dorsal funiculus and Che
dorsolateral funiculus sud predominantly contralateral
projectiosis ‘ña Che ventral funiculus sud ventrotateral
funiculus (Che ventral quadrant of Che spinal cord). Due
Co Che proximity of Che dorsal horn Co Che dorsal
luniculus and Che dorsolateral luniculus, Cracer
applicatien Co Che dorsal bern elten lcd Co Che
involvement of Che dorsal funiculus asid Che
dorsolateral funiculus resulting in Che uptake of tracers
by its fibers. ¡si une widi previous studies (Antal CC
a]., 1980; Nikundiwe oC al., 1982; Jhaveri sud Frank,
1983; ten Donkelaar sud de Roer-van Huizen, 1991;
AMufloz et al., 1995a) in such cases spinal dorsal
root primary afferents were labeled as well as fibers of
Che pestsynaptic dorsal columsi system. Moreover, in
expertníents widi tracer applications at cervical sud
upper Cboracic levels, celí groups such as Che nucleus
of Che descending trigeminal tract or Cheir descending
fiber prejectiosis may have isicorporated Che Cracer from
Che injection sites. In such cases, trigeminal primary
afferents were labeled between Che dorsal funiculussud
Che dorsolateral funiculus iii lisie with previous data
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(González sud Muñoz, 1987; González oC al., 1993).
For Che sake of clarity, anterograde tracing data will be
presented for Che dorsal sud dorsolateral funiculi, sud
for dic ventral quadrsut. separately, In figures 1, 2 sud
8 labeled fibers are indicated only for Che dorsal
funicular sud Che dorsolateral funicular components,
whereas in figures 3 asid 9 only Che labeled fibers
passing via Che ventral sud ventrolateral funiculi are
shown. First, Che suterograde tracing experiníents in
Che anuran species studied will be discussed, followed
by retrograde tracing data en Che celís of origin of
ascending spinal patlíways, asid finally Che daCa
obtained in Pleurodeles wot¡l.
Anterograde tracing experiments iii anurasis
In a first set of experimcnts, unilateral
applications of dic tracers PHA-L, HRP or RDA were
made into Che dorsal horn of Che cervical spisial cord of
Rana perezi sud Xenopus laevis. The injectiosis
afrected Che dorsal sud latera] spinal fields sud,
occasionally, dic dorsal funiculus sud Che dorsolateral
funiculus. More ventral injectiosis affected Che
ventromedial, ventrolateral sud lateral motor spinal
fields, sud Che ventral sud ventrolatera] funiculi.
Ascendíng spínal projections passing
the dorsal aud dorsolateral funiculí
vía
In diese exporiments Chat affected Che dorsal
sud lateral grey spinal fields, rostral Co Che injection
site anterogradely labeled f¡bers were ebserved in Che
dorsal funiculus sud Che dorsolateral funiculus ChaC
innervate different supraspisial Cargets. Two
experiments will be described. Following a lumbar
BDA application (Fig. 1) labeled f¡bers could be Craced
via Che ipsilaterai dorsal sud dorsolateral funiculi.
Most of dic labeled fibers ascending in Che dorsolateral
funiculus Cursi dorsomedially aC upper cervical
segments sud at Che level of Che obex, and profusely
insiervate Che neurosis in Che dorsolateral grey. At Chese
levels, Che labeled fibers that course in Che dorsal
funiculus massively iiínervate Cíe medial portion of
Che dorsal colunín nucleus <DCN) and dic cauda] aspcct
of Clic nucleus of Che solitary tract (Fig. 1 F-H). Only
a few fibers termisiate in Clic contralateral DCN. Just
caudal Co Che obex a band-shaped area in Che grey was
found where terminal fibers originating in Che dorsal
funiculus and dorsolateral funiculusoverlap (Fig. 1 F-
H). This band borders su usilabeled zone in Che
dorsolateral margin of Che ebex region. The latter zone
is known Co be occupied by descending fibers of Che
trigeminal (mcC sud dic celís related Co Chcm (González
et aL, 1993). me labeled fibers in boCh funiculi could
be Craced mCe Che rhombencephalon where Chey shift Co
more ventrolateral positiosis. Thc fibers from tIte
dorsolateral funiculus terminate diffusely in Che latera]
reticular zosie dorsal Co Clic IXCh sud Xdi motor nuclei
(Fig. 1 B-D). Some fibers continue rostrally asid
innervate Cíe subcerebellar region (Fig. lA). Labeled
fibers ascending via Che dorsal funiculus could he
traced te Che dorsolateral aspect of Che
rhombencephalen where they innervate dic latera] celís
of Che reticular formation, dic area of Che nucleus of
Che descending tract of Che trigeminal nerve sud Clic
ventral regien of Che octavolateral area. Only a few
fibers reach Che level of Che trigeminal nerve root asid
no dorsal funicular fibers were labeled in Che
cerebellum and Che subcerebellar region.
Following tracer applications Co dic Choracic
cord Che pattern of labeling in Che brain stem is
essentially Che same Fig. 4A). Two distisict sites of
termination of ascending spinal DLF fibers should be
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emphasized: a zone in Che lateral reticular formation
between Che IXCh and VIICh motor nuclei sud more,
rostrally, Che subcerebellar region with a few fibers
entering dic caudal aspect of Che granular celí ¡ayer of
Che cerebellar plaCe. A small fiber bundle cositinues
rostrally Co terminate in Che posterodorsal tegmental
nucleus of Che mesencephalosi. The innervation of Che
mesencephalic tegmentum is more abusidant in Rana
perezi Chan in Xenopus laevis. Thc fibers ascending
from Che Clioracie cord via Che dorsal funiculus
innervate dic siucleus of dic solitary tract, Clic nucleus
of dic descending trigeminal tract and Che octavolateral
rhombencephalic area. In X. laevis, diese fibers reach
Che zone of the lateral lisie nuclci and tracts while in
1?. perezi, in which no lateral lisie systcm is present in
dic adult, Che innervation is restricted Co Che ventral
nucleus of Che VIHCh nerve. Thc rostralmost libers in
botlí species studied reach the subeerebellar reglen
with seme fibers entcring Che cerebellar granule cdl
layer.
After a cervical BDA application <Fig. 2) Che
innervation pattern is similar Co that in lumbar asid
Choracic cases, alChough Che amount of labeling in Che
laten] reticular formation between Che IXCh asid Che
Xt.h motor nuclei (Figs. 2 F-H; 4 C,D) in Che
subcerebellar region and in Che cercbellum (Figs. 2 A,
8; 4 B) is much higher. The rostralmost fibers from
Che dorsolateral funiculus abundantly innervate Che
caudal asped of Che mesencephalic posterodorsal
tegmental nucleus. Some fibers even decussate in Che
anterior medullary velum te its contralateral parC.
Finally, it sbould be emphasized Chat,
following unilateral application of tracers Co lumbar,
Choracie or cervical spinal cord, a small contralateral
component of ascending fibers iii Che dorsolateral
funiculus was always labeled. Tuis may be due Co
spread of Che tracer te Che contralateral side or its
uptake by dendrites of contralateral spinal neurosis
extending into Che site of tracer application.
Ascending spinal projections passing
tite ventral quadrant of tite spinal cord
s’ ja
In diese experiníenCs ChaC affected ILe dorsal,
lateral or ventral spinal fields, a distinct, bilaterally
ascending system froní dic spinal cord was labeled iii
Che ventral quadrant of Che white matter. Osie of tlíese
experiments is shown in figure 3, a cervical RDA
application. It should be noted Chat in experiments
widi tracer applications restricted te Che dorsal hora
<dorsal sud lateral spinal fields) more labeled fibers
were found contralaterally Chan ipsilaterally in Che
ventral asid ventrolateral funicuil. lii cases in wLúctí
tracer applications affected dic ventral hora often Cte
ventral sud ventrolateral fusiiculi were damaged
resulting in a higher ameunt of ipsilatcrally Chan
contralaterally labeled fihers. ‘¡“bis is presumably duc
te labelisig of daníaged, crossed fibcrs. The axesis of
contralaterally projecting spisial celís could be Craced
from Che injection site ventrally asid medially,
decussating te Clic contralateral side bencatlí Che central
canal, Chen turning rostralwards in Che ventral asid
ventrolateral funiculi (Fig. 3V). Mons of ipsilaterally
projecting celís werc often seen Co join Che ipsilateral
ventral funiculus. As dic ventral quadrant componcnt
ascends in Che rhombencephalon, it smeodily swings
te more lateral sud dorsolateral positiosis. Throughout
Che medulla it gives off Chin varicose fibers Co different
targets (Fig. 3L-S). MosC of Che labeled fibers
innervate structures in dic caudal pan of Che brain
stem. A progressive decreasein Che ameunt of labeled
fibers vías observed as (líe ventral quadxant component
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ascends Co more rostral levels. Some of Che Chin
Ccrníinal fibers that reach distinct medullary cdl
masses are collateral branches of Chicker fibers located
aC dic margin of Che medulla Uíat presumably ascesid Co
more rostral levels. Tíxe inferior, middle sud superior
reticular nuclei receive su extensive innervation. from
Che ventral quadrant of Che spinal cord, whilc Che latera]
reticular zosie receives osily a sparse innervation from
Chis component. Additionally, Che IX-Xth motor
nuclei, raphc siuclei sud Che descending trigeminal tract
are innervated. More rostrally, labeled fibers were
observed in dic aiea between dic VIIth sud VIIi motor
nuclei sud more sparscly in Che central grey at
midrhombencephalic leveis. A few, smoodi fibers
ceurse dorsally mCe dic octavolateral area Co innervate
Che dorsal sud ventral octaval nuclei (Fig. 3N, O).
Some fibers enter dic granular layer of Che cerebellum
where some of diem cross dic midlinc in dic cerebellar
comsnissure <Hg. 3J, K). A few fibers were observed
in subccrcbcllar arcas, just caudal te Che isthmic
nucleus. More rostrally, fine varicose fibers wcre
observed ventromedial and ventrolateral Co Che
conspicuous isthmic nucleus (Fig. 3 1) where Che
locus coeruleus asid Che nucleus of Che lateral
lemniscus are feusid. A sparse spinal innervation is
alse present in Che band-shaped area located between
Che isdimic nucícus sud dic mescncephalic ventricle.
The posterodorsal sud posteroventral mesencephalic
Cegmental nuclei are sparsely innervated (Fig. 30, H).
At caudal mesencephalic levels ventral quadrant fibers
turn dorsally along dic lateral aspect of dic midbrain
sud besid medially te terminate abusidaiítly in Che tenis
semicircularis (Figs. 3F-H; 4F). The principal,
magnecellular sud laminar Coral nuclei receive spinal
projectiosis. A few fibers reach Che midline where dic
commissural nucleus of Che torus is lecated.
Occasionally, some labeled fibers sud tenninals víere
observed at Che lateral aspect of Che mesencephalic
tectum (Fig. 4E). [si bodi species, aC more rostral
mesencephalic levels, Che anterodorsal asid
suteroventral tegmesital nuclei, Che red siucícus sud Che
interstiCial siucícus of Che fasciculus longitudinalis
medialis are sliglítly innervated by spisial ventral
quadrant fibers (Fig. 3E). In addition, seattered fibers
distribute Co dic pretoral asid pretectal grey sud some
fibers cross in Che posterior cemmissurc. Beyosid Clic
midbrain, boCh dorsal sud ventral dialamic arcas are
insiervated by ventral quadrsut fibers (Fig. 3A-D). A
fcw Chin, varicose fibers innervate dic posterior asid
central dorsal thalamic nuclci whercas dic anterior
nucleus receives enly a sparse spinal insiervation. In
additiosi, Che posteredorsal sud posteroventral lateral
nuclci are also sparscly innervated. The ventromedial
thalamic nucleus sud Che dorsal aspect of Che posterior
Cubercle are far more densely innervated. Thc fibcrs
reachisig alí cdl layers of Che vesitromedial siucícus
pass through Che dorsal pan asid, especially, Cte ventral
parC of Che ventrolateral thalamic nucleus where
varicosities were also found amosig its celís. No
labeling was feusid mere rostrally in Clic diencepha]osi
or in Che telenccphalon in any of dic cases studied.
After thoracic or lumbar HRP or RDA
applications, a largely similar pattern of anterograde
labeling, although less conspicuous, was observed. In
alí cases innervation of Che aforementioned
rhombencephalic sud midbrain Cegmental ateas was
observed, A low dcnsity of labeled fibers was present
in Che torus semicircularis and in Clic ventral thalamus.
The latter structurc was only very sparsely innervated
in experiments widi lumbar spinal injectiosis.
Retrograde tracer experhnents in anurans
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RDA was used Co trace Che celís of origin of
components of ascending spinal padiways. ‘¡“he tracer
was applied Co dic ventral parC of Che Chalamus, Ce Clic
Corus semicircularis asid te dic reticular formation. In a
first set of cxperiments in Rana perezi, BOA was
applied Co Che ventral pan of Che Chalamus or Co Che
Corus semicircularis, two maln targets of asccnding
scnsory paChways from Che spinal cord. After RDA
application te Che ventral Chalamus, rctrogradely
labeled celís werc observed, predominasitly
contralaterally, in Che scnsory trigeminal siuclei, in Che
dorsal column nucleus, in Che lateral cervical nucleus
sud in Che cervical, sud te a lcsser extesit, tlíoracic
spinal cord. Reusid, triangular sud irregularly- shaped
neurosis were observed mainly in dic dorsal spinal fleid
sud a few celís wcre present in Che latera] ficíd. Some
piramidal sud bipolar celís with dendrites extending
predeminantly horizositally were observed in Che
ventral fields of cervical segments. Higher numbcrs of
rctrogradcly labeled celís were seen in Che spiííal cord
in experiments widi RDA applicatiosis te Clic torus
semicircularis.
In a secosid set of expcriments in Xenopus
Pie vis, su in vitre approach was used. In su isolated
brain preparation of young adult X. laevis, 3kD RDA
was applied Ce Che ventral pan of Che Chalamus, te Che
tenis semicircularis sud te Che reticular formation
(Fig. 5). In such isolated brain preparatiosis a more
extensive pattem of labeling was ebserved. In alí
expcriments labeled celís were observed more
cositralaterally disu ipsilaterally. In expcrimcííts with
ventral Chalamic RDA applications (Fig. SA)
numereus labeled celis were present in Che cervical
spinal cord (Fig. 6A), víhereas only a few celís were
feund at Choracie levels sud no lumbar neurosis were
labeled at alí. Most of Che celís (80%) were found
contralateral Co Che application site, sud about 20%
ipsilaterally projecting spinothalamic celís were
observed. Celís with round, bipolar asid irregular
morphology wcre feusid.
After BDA applications te Che torus
semicircularis more retrogradely labeled celís wcrc seen
in Che spinal cord <Fig. SB). Moreover, labeled celís
were observed throughout Che spinal cord. Again, more
contralaterally (65%) Chan ipsilaterally <35%) labeled
neurosis were feusid. This propertion remaisied
constant throughout dic rostrocaudal extent of Che
spinal cerd. Most spisiotoral celís <about 80%) were
found in Clic cervical cord <Fig. GC, D, F, G), about
10% at Che Choracic level sud about 10% in Che lumbar
cord. At cervical levels, labeled neurosis were feusid
predomisisutly in Che ventral parC of Che dorsal horn.
Most neurosis have reund or bipolar cdl bodies with
dendritic trees cxtcndisig laterally towards Clic
dorsolateral funiculus sud witlíin Che dorsal ficíd.
Additionally, triangular asid irregularly-shaped large
celís with dendrites extending dorsally, vesitrally asid
media]ly wcre prcscnt. Thc axosis of diese celís ceurse
ventromedially, cross dic midline ventral Co Che central
canal sud join Che contralateral ventral funiculus wlíere
Chcy Cursi rostra]ly. Triangular or bipolar, herizontally
oriented, ipsilaterally prejecting celís send Cheir axosis
Co Che ipsi]ateral ventral funiculus. Some neurosis werc
also present bilaterally in Che latera] ficíd. Reusid sud
triangular as weB as larger multipolar neurosis were
labeled bilaterally in Che ventral spisial grey widiin Che
ventromedial, ventrolateral sud lateral motor fields. At
Choracic levels, neurosis wcre also found particularly in
Che ventral parC of Che dorsal ficíd. Small, reusid sud
large irregular celís wcre observed. The dendrites of Che
large, irregular neurons are directed dorsally and
medially widiisi dic dorsal ficíd sud laterally towards
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dic dorsolateral funiculus. A few labeled neurons were
present in Che ventromedial sud ventrolateral spinal
fields. In some cases, dic axosis of ipsilaterally labeled
celís follow su usiusual ceurse asid cross Che midline
twice at Che spinal level where Che cdl body is located,
first dorsal asid Chen ventral Co Clic central canal te
ascesid in Che ipsilatcral ventral funiculus. In Che
lumbar cord. Che dorsally located cdl bodies, most of
Chem contralateral Co dic application site, are bipolar
sud oriented horizontally, wiCh medially sud laterally
directed dendritic processes.
Experiments widi BDA applications Co Che
rhombencephalic reticular fermation were analyzed
only in diose cases in which Che spread of Che tracer
mCe Che adjacent white matter was minimal. After
BDA applications Co Che reticular formation at Che
level of Che inferior reticular nucleus (Fig. SC),
retrogradely laMed neurons were observed Choughout
Che spisial cerd up Co upper lumbar levels. Most celís
were present in Che cervical cord (Fig. 6B, E). In
strikisig contrast te dic Chalamic asid toral tracer
application experirnents, a more equal percentage of
ipsilaterally (45%) vid cositralaterally (55%) projecting
neurosis was feusid. Their axesis ascesid aC dic ventral
aspect of Che latoral funiculus dorsal te Chose
corresponding Co spisiotoral asid spinothalamic
projecting neurosis. Medium-sized sud large, fusiform
sud irregularly shaped neurosis were found bilaterally
in dic deep dorsal fleld sud, Co a lesser extent in more
superficial parts of Che dorsal fleld. Their dendrites
extesid Choughout ¡líe dorsal horn sud Cheir axosis are
direcíed ventromedially or ventrolaterally Co join dic
contralateral or ipsilateral ventrolateral funiculus,
respectively. Additionally, a higher ameunt of
ipsilateral Chan contralateral, round, irregular sud
fusiform medium-sized neurons were feund in Che
latera] spinal fleid, wiCh axonal processes directed te
Che ventrolateral funiculus. A few small, maisily reusid
ncurons wcre feusid, bilaterally, in Che ventral bern.
They wcre located in Clic ventj-omedial asid ventrolateral
fields.
Anterograde tracing
urodele
experiments in fin
¡si Che ribbed ncwt, Pleurodeles walt!,
comparable experimesits werc carried out. Since hardly
suy data are available en dorsal root projectiosis br
urodeles, ene cxpcrimcsit is isicluded.
Ascending spinal projectíons passing
tite dorsal and darsolateral funiculi
vía
In figure 7 su experiment is slxown in wich a
main braclíial dorsal root was cut sud subsequently
labeled widi RDA. ¡si such experimesits two líber
tracts were labeled in Che spinal con]: a medial bundle
in Che dorsal funiculus consisting of thick fibcrs, asid a
latera] group of Chin fibers within Clic dorsal portion el
Che derselateral funiculus, i.e. Lissauers tract. RoClí
fiber systems project Co widespread spinal asid
supraspisial regiosis. Here only Che distribution of
dorsal reot afferents Co supraspinal targets will be
discussed. Widiin Che dorsal funiculus, spina] primary
afferesits ascesid, somatotopically arranged, te Che ebex
region. Fibers originating at cervical segments are
prescnt in Che latera] part of Che dorsal funiculus. In
experiments in which a lumbar dorsal root was
labeled, fibers were found in a position medial te Chose
of cervical origin. These ascending spina] prejectiesis
via dic dorsal funiculus outline dic DCN aC Che obex
level (Fig. 7M, O). The terminal fields in Chis aiea
largely resemble Che orgsuization of Che fibers in Che
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dorsal funiculus. Thus, widi acertain degree of overlap
in Che projection, medially situated axosis from lumbar
dorsal root ganglion celís terminate en medial celís in
Clic DCN, whereas laterally located fibers arising frem
cervical dorsal root gasiglion celís esid on more lateral
celís. MosC of Che priman’ afferents termisiate dorsal Co
Che celís of Che DCN. However, some fibers reach
more ventrolaterally lecated positiosis. Rostral te Che
obex level, tightly packed dorsal funicular fibers
gradually Cursi ventrolaterally sud ascesid Chroughout
Che medulla dorsal Co Che descending trigeminal tract
<Fig. 7J-H). Lumbar priman’ afferents could neC be
traced far beyond Clic rostral limit of Che DCN.
However, brachial primary afferents extesid as far
restrally as Che cerebellum where Chey arberize
profusely widiin Che granular layer (Sg. 7A, P).
Threughout Che rhombencephalon, varicose fibers
leave Che tract sud arborize wiChin Che whitc matter
where dendrites of Che adjacent periventricular celís of
Clic reticular fermation, Che nucleus of tíxe solitary
Cract, Che nucleus of Che dcscending trigeminal tract sud
of Che octavolateral aiea can be contacted. More
rostrally, at Che level of Che VIIdi asid VIIIClí nerve
roots, some flbers enter Che lateral reticular zone sud
Che ventral aspect of Che octavelateralis aiea.
After RDA applicaúons Co Che cervical spinal
cord in Pleurodetes, labeled fibers could be traced te
supraspinal ¡argets via Che dorsal, dorsolateral, ventral
and ventrolateral funiculi erganized in a way similar Ce
that in anurans, aldiough sorne differences were
eminesit. One experiment is shown in figure 8. RDA
was applied Co Clic midcervical segmesit of Che spinal
cerd (Fig. 8?). The application site included Che dorsal
and dersolateral funiculi. In dic dorsal funiculus, two
different, adjacent components of labeled fibers could
be distisiguished <Fig. SM-O): a medial cemponent
composed of diick, tightly packed fibers, sud a second
more dorsolaterally located cemponent Chat is flanked
laterally by Che desccndisig trigeminal tract. At spisial
levels betlí compesicnLs are vcry clese Co cadí oCher.
AC Che obez level Clic medial componcnt occupies a
dorsomedial position and its thick fibers do not give
off varicose termina] fibers. ¡si Cum dic more sparse
lateral fibers give off abundant Chin, varicose fibers in
Chis regien ChaC enter Che dorsalmost aspect of dic
grey. Slightly rostral te Che cha level, a small
wcdged-shaped, sion-labeled area separates betlí
components of labeled fibers <Fig. SL, M). mis is
more evident resírally in dic rhombesiccplíalen as Clic
dorsal funicular system, Che descending trigemina] tract
asid Che dorsolateral funicular systcm swing
vcntrolaterally <Fig. 9A. E). A pregressive decrease in
Che number of fibers of dic medial component of dic
dorsal funicular fibers was observed up te Che level of
dic facial motor nucleus wherc Chey fade and Cerminate
as Chick, varicose fibcrs in Clic bbc of Che latera! lisie.
However, Che latera] componesit of Che dorsal funicular
flbcrs gives off Chin terminal branclíes Cliat massively
reach Che dorsal grey atcaudal medullary levels. More
rostrally, msuy fibers arberize wiChin Che víhite matter
adjacent Co Che tract but some fibers reach Clic adjacent
reticular, ectavolateral sud trigeminal arcas as diey
ascesid in Che medulla up te Che cerebellum. Here they
distribute profusely te Che ipsilateml superficial half of
Che granular ceil ¡ayer <Fig. 8A).
Anteregradely labeled Chin fibers in Che
dorsolateral funiculus ascend Chreughout Che medulla
just ventral Co Che descending trigemina] Cract <Figs. 8,
9A, E), Along Cheir ceurse varicoso terminal fibers
were ebserved within Che tract but Clíey rarely enter Clic
adjacent grey in Che lateral reticular formaiosi, asid dic
dcscending trigeminal nucleus. Numereus varicose
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fibers sud terminals were observed in Che ventrelateral
alar grey aC Che obex level sud between Che restralmost
roet of Che IXCh-Xth cemplex sud Che root of Che
trigeminal nerve. Here some fibers Cuí-ii toward Che
ventral aspect of Che octavolateral area. More rostrally,
at Che level of Che cercbcllum, Che dorsolateral
funicular fibers shift dorsally and medially asid
profusely innervate Che subcerebellar regien. A few
fibers enter Che cerebelluro. Thc rostralmost fibers
sparsely isinervate Che caudal aspect of Che
mesencephalic Cegmentuní.
hardly reach Che periventricular cdl layer. In Che
diencephalon, a main projection fleld is present in ¡líe
ventral Chalamus, sud forms a rostral continuation of
that observed in dic tenis semicircularis asid dorsal
midbrain tegmentum. Gesierally, in Che dialamus, ¡líe
fibcrs distribute iii Che outer fiber layer but do ííot
pesictrate Che periventricular cdl layer. A fcw fibers
pass dorsal Co Che intermediate sulcus sud isinervate
bodi Che posterodorsal asid anteroventral dorsal
Clialamic arcas.
Retrograde tracer experiments
Ascending spinal orojections passing vía
tite ventral guadraní of tite spínal corel
In experiments widi RDA applicatiens te Che
dorsal grey at cervical spinal segments a
predominsutly contralateral bundle of labeled fibers
could be traced via Che ventral and ventrolateral
funiculi te Che brain stem sud diencephalon (Fig. 9>.
Most fibers cress Che midlinc below Che central canal
sud enter Che contralateral ventral funiculus. Here, Che
fibcrs besid rostrally asid ascesid te various
rhembencephalic, mesencephalic sud dienceplíalic
arcas. Like in anursus, ascending spinal fibers passing
via Che ventral quadrant swing Co a more lateral
position in Che rhombencephalosi (Fig. 9F-L). In Che
rhombencephalon, prejectiosis were found direughout
Che restrocaudal extesit of Che reticular formation
(Figs. 9G-L; 1OC), te Che area octavolateralis sud Co
Che cerebellum <Fig. 9F). At caudal mesencephalic
levels Che ascending fibers bend dorselaterally sud
isinervate Che outer layers of Che tectum mesencephali
(Figs. 9D, E; lOD), Che tonus semicireularis (Figs.
9D; lOE), sud Che midbrain Cogmentum. Widiisi diese
arcas, Che labeled fibers are malnly distributed in Che
inner region of Che external whitc fiber layer, sud
In expenimesits in which RDA crystals werc
applied te Che ventral Chalamic regien er te Che Corus
semicircularis of Pleurodeles walt!, retrogradely labeled
neurosis were found iii Che spinal con]. The majority of
spinoChalamic or spinotoral celís was ebserved in Clic
dorsal grey of Che contralateral cervical spinal cord
<cg., Fig. IOF). However, a small number of labeled
celís was also prcsent in Che lateral and ventral fields
of Che grey. A small componcnt of ipsilateral celís
was alse ebserved. In Chis set of experiments, no
labeled celis were feusid more caudally in Clic spinal
con].
DISCUSSION
In Che present study Che mainly suterograde
u-acer PHA-L sud dic bidirectionally transponed tracers
HRP sud IOkD RDA were used in su in vivo appreach
in adult Rana perezi, Xenopus laevis sud Pleurodeles
walt!. Additiosially, in su in vitre approach 3kD RDA
was used in isolated brain preparatiosis of young adult
Xenopus laevis. The resul¡s widi bodi Che in vivo and
in vitre tracing techsiiques were largely comparable.
However, Che 3kD RDA in vitre approach presesits
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several advsutages such as fast transpon, Che goed
neuronal labeling including secondary asid Certiary
dendrites, geod labeling aC long distances, Che easy
accessibility of aH brain arcas widiout Che surgical sud
survival problems of Che animals in cases with large
lesion or massive tracer application asid Che precise
iracer application under visual control (Luksch cC al.,
1996).
With Chese tracer Cechniques three main
components of ascending spinal projectiosis werc
demonstrated, Le. a dorsal funicular composient, a
dersolateral funicular cemponent sud aventral quadrant
cemponent. In previous studies (A. Muñoz cC al.,
1994b, 1995a, b, 1996), spinal projectiosis te Che
dorsal colunín sud latera] cervical nuclei, respectively,
were demonstrated. Additienally, Che diencephalic
targets of Che ventral quadrant of dic spisial cord were
demonstrated <A. Muñoz et al., 1994a). In Che presesit
study Che organization, Che main Cargets sud Che celís
of origin of some of Clic ascending spinal projectiesis
wcre investigated.
¡si previeus studies, based on silver-stained
material or making use of anterograde degeneration
techniques, ascending spinal projectiosis were
demenstrated in anurasis (Ebbesson,1969; 1976;
Hayle, 1973a,b) and in urodeles (Herrick, 1914, 1930;
Herrick and Bishop, 1958; Nieuwenhuys asid
Connclisz, 1971). In Neaurus, Herrick (1930)
cosisidered dic ascendingspinal projectiosis dirough Che
dorsolateral funiculus as a distinct ascending spinal
system, independent of Che spinal lemniscus, asid
named it “Che spinobulbar Cract - AC rhombencephalie
levels it is located just ventral Co Che descending
trigeminal tract sud dorsal Co Che reticular neuropil.
Additienally, Hcrrick (1930) observed a eonspicueus
Cenninal fleld of Chis spinobulbar Cract just caudal Ce
Che obex asid, rostrally, a close relatienship of Chis
ascendisig system widi Che reticular fonnation up te
Che level of Che trigeminal nene root. However. in
later studies Che ascesiding spinal projectiosis via Che
dorsolateral funiculus were considered part of Che
spinal lemniscus (Hcrrick, 1948; Herrick asid Bishop,
1958; Hay[e, 1973a). In dic axolotl, Nieuwcnhuys and
Corsielisz <1971) reponed a distinct ascending spinal
system in Che dorsal parC of Clic latera] funiculus that
innervates Che medulla sud Clic mescncephalic Cectum.
It was interpreted par¡ of Herrick’s spinal lemniscus.
Additionally, Herrick (1930) described Che
spinal lemniscus as a system diat ascends tlírough ¡he
ventral quadrant of Che spisial cerd, separate from Che
spinobulbar tract at rhombencephalic levels by Che
reticular neuropil area. Subsequently, Ebbesson (1976)
subdivided Che ascendisig spinal projectiosis in Rana
catesbeiana that pass via Che anterelateral funiculus”
mCe medial sud lateral components. His latera]
componesit is comparable te dic dorsolateral funicular
componesit, whereas bis medial composient fornís parC
of our ventral quadrant componcnt. However,
Ebbessons medial cemponesit predomisiantly
isinervates Che inferior sud middle reticular fields sud
fades at rostral rhombencephalic asid caudal
mesencephalic levels asid his lateral componcnt
apperently isinervates more rostral mesencephalic
levels sud even Che Chalamus, at lcast from Che upper
cervical cord. In Che present study, based on more
sensitive tract-tracing techniques, Che dorsolateral
funicular component was feusid Co fade at cerebellar
asid caudal mesencepbalic levels, whereas Che fibers of
Che ventral quadrsut compenent, lecated more venurally
througheut Che rhembencephalesi, Cursi dorsa]ly aC Che
isdimic level sud reach mesencephalicsud diesicephalic
targets (A.Muñez et al., 1994a).
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The spinal ascending pathways demenstrated
in Che present study will now be discussed in an
evolutionary perspective.
Dorsal funicular pathways in amphihians
Tracer applications te Che dorsal spisial cord aC
cervical, Choracic sud lumbar levels shewed Chat Che
fibers ascending via Che dorsal funiculus and Cheir
pattern of termination iii Che DCN region are organized
somatotopically, as previously noted in suurans (Anta]
et al., 1980; Nikundiwe eC al., 1982; M.Muñoz eC al.,
1991; AMuflez et al., 1995b). The dorsal funicular
fibers are ascending collaterals of priman’ afferents
frem spinal dorsal roots and most likely include
secosid order projectiosis towards Che DCN, Le, Che
possynaptic dorsal column system (ten Donkelaar sud
de Roer vsu Huizen, 1991; A.Muñoz et al., 19951,).
¡‘art of Che dorsal funicular composient innervates
rlíombcsiccphalic structures rostral te Che DCN, in lisie
wiCh daCa obtained after labeling of spinal primary
afferents (Joseph and Whitlock, 1965a; Antal et al.,
1980; Nikundiwe et al., 1982; M.Muñoz CC al., 1991;
A.Muñoz eC al., 1995b). Tlíe postsynaptic dorsal
celumn system may centribute Co Chis innervation.
The most rostral site of termination of dorsal funicular
fibers is Che cerebellum. No dorsal funicular fibers
from lumbar segments reach Che cerebellum in lisie
witií previous data (NiJcundiwe eta]., 1982).
In uredeles, Che glossopharyngeal sud vaga]
nenes are known Co send descending branches hito dic
dorsal funiculus (RoCh and Wake, 1985). Our RDA
experiments en ¡he aseending paChways of Che cervical
spisial cord of Pleurodeles (Fig. 5) shewed two
differesit components of labeled fibers in Che dorsal
funiculus. The lateral componesit is comparable te Che
dorsal funiculus of suurans and includes primary sud,
most likely, also non-primary ascending fibers. This
composient Cerminates maisily in Che dorsal columsi
nucleus at Che ohez level, but could be Craced Chreuglí
Che medulla up te Che cercbellum, in lisie with our dala
on spinal primary afferents from Che secosid spinal
dorsal reot <Fig. 7). RoCh asid Waicc (1985) did neC
mention secosid dorsal roet priman’ afferens reachiííg
Che cerebellum in lungless salamanders. Thc medial
dorsal funicular component ascends, tightly packed up,
Co Che area of Che lateral lisie, where it fades, asid
corresposids te afferesit fibers of Che secosid root of Che
glossopharyngeal sierve as described by RoClí and Wakc
(1985). Descending branclies of Chis cranial siervo later
mingle with spinal dorsal roet projectiosis in tlíc
dorsal funiculus up te Che level of Che feurdi spisial
siervo. Retweesi Che two dorsal funicular cemponcnts
su unlabeled region was found in Pleurodeles ChaC may
corresposid Co Che area in wlíich Fritzsch (1988)
observed descending branches of isisier car alferens iii
various urodelo species.
The dorsal funiculus is mainly ained at Che
dorsal colunín nucleus at Clic spinomeduliary border.
This nucleus gives rise Co a contralaterally ascesiding
projection, i.e. ¡he medial lemniscus, Co Che midbraisi
sud Chalamus (A. Muñoz et al., 1994b, 1995b).
Dorsal funicular pathways ¡fi vertebrates
Througheut vertebrates Che dorsal funiculus
centaisis ascending collaterals of primary spisial
afferents reaching ebex levels sud continuing mCe Che
ipsilateral alar medulla (Table 1). In lampreys, dorsal
funicular flbers innervate neurons aC Che obex level sud
in Che octavolateral area (Nordicutt asid Ebbessosi,
1980; Ronan sud NorChcutt, 1990). Dorsal columsi
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fibers innervate Che cerebellum as well <Ronsu sud
Nordicutt, 1990; Dubuc et al., 1993). In Che Pacific
hagfish, Eptatretus stouti, it is unclear whedier dorsal
celumsi fibers reach Che, little evidcnt, cerebellum
(Ronan sud Northcutt, 1990). Aldiough in Che spotted
dogfish. Scyliorhinus canicula, Haylc <1973a) was
unable Co trace degenerating fibers in Che dorsal
funiculus more Chan severa] segments rostral Co spinal
lesiosis, Ebbesson and Hedde (1981) demonstrated
dorsal colunín fibers te adorsal colunín nucleus at Che
obex level, sud Co Che vestibular nuclear complex asid
cerebellar granule layer, in Che nurse shark,
Ginglyniosro,na cirra¡u,n. Experimental evidence fer
dorsal column padiways in bony fishes is limited. In
Che himé salmon, Oncorhynchus nerita, Oka eC al.
(1986) applied cebaltic lysine te Che cut esid of Che
spinal cord at dic 10Ch Co 15di spisial segment, sud
traced labeled axosis via Che dorsal funiculus Co a site
of termisiation at Che obex level but hardly beyond Che
caudal medulla. ¡tonan sud Northcutt <1990) reported
Che presence of dorsal funicular fibers te Che ebex asid
octavolateral area in African lungfishes <Protopterus
species), bichirs (Polypterus species), sud in Che gar,
Lepisosteus osseus. In bichirs and in gars, no dorsal
funicular fibers were feund te Che cerebellum, but in
lungfishes dorsal column fibers Cerminate in Che
granule layer of Che cerebellum.
In amphibisus, dorsal columsi fibers project
te Che ilí-defined dorsal celumn nucleus, Co Che
ectavolateral area sud Co Che cerebellum (Joseph sud
Whitlock, 1968a; Ebbesson, 1969, 1976; Hayle,
1973a.b; Antal et al., 1980; Székely et aL, 1980;
Nikundiwe et al., 1982; Urban sud Székely, 1982; A.
Muñoz et aL, 1994b, 1995b, Che present study; see
Table 1). The dorsal column system has been
extensively studied in reptiles. In Che tegu lizard,
Tupinambis teguixin (Ebbesson. 1967). a lacertid,
Lacerta viridis <Jacobs, 1968), a boid ssiake,
Constrictor constrictor <Ebbesson, 1969), a
crocodilian, Cainzan crocodilus (Ebbessoíí asid
Geedman, 1981), and in various turtie species,
especially Pseudernys scripta elegans (Ebbessesi,
1969; Pedersen, 1973; Kúsizle 1982; Kúsizle asid
Woodson, 1983) Che dorsal funiculus innervates Clic
dorsal celumsi nucleus, vestibular nuclel, sud Clic
cerebellum. In Thamnophis sirtalis, Jacobs and Sis
(1980) feusid a dorsal column projection te Clic DCN
sud Co Clic descending vestibular nuclei. Comparable
daCa werc obtained in Iguana iguana <Joseph asid
Whitleck, 1968b) sud in Python reticulatus (Kusuma
and ten Denkelaar, 1980). In birds, Karten (1963) auíd
van den Akker <1970) naCed a spinal projectieíí te dic
dorsal columsi siuclei of pigeosis, Columba livia. In ¡iii
HRP Cracing study in pigeesis, Wild <1985) feutíd
extensive dorsal root projectiesis te Clic dorsal columsi
nuclci, but also te a wide dorsolateral region of Che
rhombesicephalon which includes Che externa] cuncate
nucleus, Che lateral parC of Che nucícus of Che
descending trigemisial Cract, asid Che principal
trigeminal sesisory nucleus. A discrete projection was
alse feusid Co Che nucleus of Che solitary tract.
Ascending spinal fibers of bodi priman’ sud
non-priman’ origun are found in Che dorsal funiculus of
mainmals (see Willis and Coggeshall, 1991 fer
review). The presence of non-priman’ spinal afferents
Co Che dorsal column nucleus, i.e. Che postsynaptic
dorsal column system, has siow been demonstrated
Chroughout terrestrial vertebrates (cg., Rustioni,
1973; Angaut-PeCiC, 1975a,b; Rustioni sud Kaufman,
1977; Resinett CC al., 1984; Giesler et al., 1984;
Funke, 1988; ten Dosikelaar sud de Roer-van Huizen,
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1991; Pritz and Stritzel, 1994; A, Muñoz et al.,
1995b).
Dorsolateral
amph¡b¡ans
In Che present study a well-developcd system
of ascending fibers in Che ainphibian dorsolateral
funiculus was demonstrated. The intraspinal targeis of
diese fibers isiclude Che dorsal sud lateral spinal ficíd
sud, especially, Che lateral cervical nucleus (A. Muñoz
el al., 1995a, 1996). In ¡he rhombencephalon, several
structures are innervated by dorselatena] funicular fibers
including Che nucleus of Che solitary tract, a lateral
reticular zone sud a subcerebellar ‘parabrachial” region.
innervate dic area of Che nucleus of Che solitan’ tract.
Moreover, dendrites of dic Cyrosine hydroxylasc-
positive neurosis, present in Chis nucleus, extcnd
funicular pathways in laterally asid rcach Clic dorsolateral funiculus (González
and Smeets, 1994) wlíere Clíey may receive input frem
Lissaucr’s tract asid from Clic derselateral funiculus.
Spinal projectiosis Co Che nucleus of Che solitary ¡mcC
were also observed in an anterograde degeneration
study in R. catesbeiana. Hayle (1973a), líewever, did
neC report a spinosolitan’ projectien in R. temporaria.
[si Pleurodeles waUl, Che very peor segregation of
neurosis in Che caudal parC of Che alar plaCe makes it
difficult te distinguish which component may receive
dorsolateral funicular afferents. In early studies in
Ambystonia tigrinum, Herrick <1930) suggested that a
spisiobulbar Cract, passing via Che dorsolateral
funiculus, contributes Co a “general coerdination ficíd’
at Che ebex level CogeClíer with descending bulbospisial
systems. The lateral reticular zone in Che
rlíombcsiceplíalen is also innervated by dorsolateral
funicular fibers. Especially, a lateral reticular area
lecated dorsal te Che Vlltli-IX motor nuclei sud ventral
Co Che ventral nucleus of ¡he VIIICh nene, was labeled.
In Chis ares. retrogradely labeled celís were found after
Choracic sud cervical HRP injectiesis (ten Denkelaar CC
aL, 1981),
In a previous in vitro tract-tracing study in
Xenopus taevis (A. Muñoz et al., 1996), ascending
spinal fibers from aH levels of Che spinal cord, passing
vía Che dorselateral fisiuculus, víere feusid te temiinate
in a cdl area vesitrolatera] Co Che dorsal columsi
nucleus, This cdl area can be considered a possible
hemologue of Che mammalian latera] cervical siucleus.
Moreever, Chis cdl area was feusid te project
centralaterally te Che terus semicircularis asid Co Che
ventral Clialamus, beth targets for somatosensory
projectiosis. Similar observations were made in Rana
perezi (A. Muñoz et aL, 1995a). DaCa in R.
catesbeiana tadpoles (Forehsud sud Farel, 1982) also
isidicate Che presence of a lateral cervical nucleus in
Chis ranid frog. The amphibian latera! cervical nucleus
is innervated by Che spinocervical Cract which arises,
mainly ipsilaterally, in Che ventral pan of Che dorsal
horn throughout Che spinal cord (A. Muñoz eC al.,
1995s. 1996). In Che present study Chree main odier,
rhombencephalic targets were feusid. In Rana perezi as
well as in X. laevis, dorsolateral funicular fibers
A distinct ipsilateral projection frem Che
dorsolateral funiculus was feusid Co a subcerebellar
regien. Tliis projection reaches Che caudal pan of Che
secosidary visceral nucleus as distinguished by Larselí
<1923), Bamnard (1936) and Opdam et al. (1976). BoCh
Larselí (1923) and Barnard (1936) suggested a tractus
visceralis secundarius connecting Che nucleus of Che
solitary tract wiCh dic nucleus visceralis secundarius.
‘¡“bis distinct nucleus lies ventrelateral te Che siucleus
cerebelli (Opdam et al., 1976). HRP injectiosis
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including Che subeerebellar region resulted in labeling
of celís in dic nucleus of Che solitary tract (González eC
al., 1984; A. Muñoz et al., 95b; in preparatien).
Tract-tracing studies in ranid frogs <Neary and
Wilczynski, 1986; Neary, 1988, 1995) and in Che
green treefrog, Hyla artorea (Allison and Wilczynski,
1991), showed a distinct prejection of a secondary
isChmal nucleus in a position comparable te CliaC of
Che nucleus visceralis secundarius Ce Clic ventral
hypotlíalamus asid Co Che preoptic area. Spinal
projectiesis were also feusid Co arise in Chis
“parabrachial” aiea (ten Donkelaar eta]., 1981). In lisie
with Neary’s (1995) study, Chis subcerebellar region
will be described as Che parabrachial nuclettr.
Dorsolateral funicular patbways
vertebrates
A spinocervical system, passing via Che
dorsolateral funiculus sud Cerminating in a lateral
cervical nucleus, appears much more common Chan
previously thought <A. Muñoz et al., 1996). In
anamniotes ether Chan amphibisus, evidence for a
spisiocervical tract projectisig te a latera] cervical
nucleus is aC least suggestive. In petromyzositid sud
myxinoid agnaChsus (Nordicutt asid Ebbessori, 1980;
¡tonan sud Northcutt, 1990) as well as un cartilagineus
(Hayle, 1973a,b; Ebbesson and Hodde, 1981) and bosiy
fishes (Hayle, 1973a,b; Funger, 1981; Ito et al., 1986)
ascendisig spinal projections via Che dorsal pan of Che
latera] funiculus were demonstrated (Table 2). No
separate site of termination, reminiscent of a lateral
cervical nucleus, vías noted. In reptiles, experimental
evidence for Che presence of a spinocervical Craet comes
from su suterograde degeneration study in Che Cegu
lizard, Tupinambis teguixin. Ebbesson (1967) noted
ChaC at caudal brainstem levels some collateral fibers
leave Che dorselateral funiculus vid innervate mí aiea
located dorsal Co dic hypoglossal nucleus sud ventral
te Che DCN. A tracing study in Pseude,nys scripta
elegans (Kúsizle and Weodson, 1982) also suggests Che
presesice of a spinocervical tract, In birds, van den
Akker <1970) shewed a “derselateral ascendisig bundle”
in Che dorsolateral funiculus Chat arises in neurosis
feusid in Che deep parC of Che dorsal bern. At cervical
levels, Chis bundle innervates Clic deep dorsal asid
central spinal grey. More recent tract-tracing studics
slíowed various asccndisig sion-primary spinal
prejections in Che dorsolateral funiculus of Che pigeon
(Fusike sud Necker, 1986; Fusike, 1988; Necker,
1991), most likely including Che spisiocervical Cract.
The spinocervical tract in mammals has been studied
iii extensively (see Willis and Coggeshall, 1991). It
forms Che first part of a bisynaptic
spinecervicothalam¡c patlíway <Morin, 1955;
Nijensohn sud Kerr, 1975; Boivie, 1983>. Tract-
tracing data in Xenopus laevis asid in Rano perezi (A.
Muñoz CC al., 1995a, 1996) suggest Che presence oían
asiuran líemologue of Che mammaliasi
spinocervicothalamic system. Such a system is much
more commen in vertebrates Chan previously Chouglít.
Spinosolitary projectiosis passing via ¡he
dorsolateral funiculus were observed in reptiles
(Ebbesson, 1967. 1969; Pedersen, 1973), in birds
(Karten, 1963; Funke sud Necker, 1986; Funkc,
1988), and in mammals (e.g., Kuru, 1956; Hazlett eC
aL, 1972; McMahon sud Wall, 1983; Apkarisu et al.,
1985; Mesiétrey asid Rasbaum. 1987). Aldiough iii
mammals Che bulk of spinal projectiosis Co Che
reticular forniation ascends via Che suterelateral system
(see Mehíer, 1969; Willis and Coggeshall, 1991),
ascending projectiosis Co different parts of Che latera!
reticular zone via Che dorsolateral funiculus víere
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demonstrated (eg., Zemían et al., 1978; Blomqvist
sud Rerkley, 1992). In cats, Rlomqvist asid Berkley
<1992) showed spunoreticíílar fibers te ihe area
surreunding Che facial motor nucleus. Tlíey suggested
that Chis Cermination fleld includes dic feline adrcnergic
C1 cdl group in Che rostral ventrelateral medulla
caudal Co Che VIICh motor nucleus, asid Che
catecholaníisiergic AS group rostral te Chis motor
nucleus. Neurons in Che rostral ventrolateral medulla
isicluding Che C1 ccli group project te Che spinal cerd
via dic derselateral funiculus <cg., Ross et aL, 1984;
Dampney et al., 1987; Tucker et al., 1987). Aldiouglí
in Che amphibisu rhembencephalen Che presence of
adrenergie sud noradrenergic celí structures in Che
rhombencephalon is noÉ entirely clear (González sud
Smeets, 1994), comparison wiCh Che data available fer
mammals suggest Chsu in amphibians Che lateral
reticular zone at Che level of Che VIICh motor nucleus
is invelved in viscerosensery functions.
The main rostral site of terminatien of
ascendung dorsolateral funicular fibcrs is Che amphibian
homologue of Che mammalisu parabrachial siucleus. ¡si
manímals, Che parabrachial complez isicludes various
subnuclei sud Che nucleus of KÓllikcr-Fuse (Saper,
1995). The parabrachial nucleus receives Che majority
of Che ascendung projectiosis from dic nucleus of Che
solitan’ tract (e.g., Herbert CC al., 1990) as well as
extesisive projections frem Che spinal con! sud diffcresit
trigeminal nuclei (Bernard et al., 1995; Feil and
Herbert, 1995). Several studies showed ascendisig
spinal projectiens te Che parabrachial nucleus via Che
dersolateral funiculus (Nijensehn and Kerr, 1975;
Rjórkelsud asid Boivie, 1984; Hylden et al., 1986;
Kitamura et al., 1993; Slugg sud Light, 1994; Bernard
et al., 1995; Feil sud Herbert, 1995). This bilateral
projection Mses níainly in Iaminae 1-II of Che dorsal
hem(see Bernard et al., 1995; Feil sud Herbert, 1995).
This prejection most likely plays a crucial role in a
varicty of iniportant physiological systems, ranging
from pain asid autornatic control through areusal asid
ingestive behaviour(Saper, 1995).
Sorne dorsolateral funicular fibers isi
suipliibians continuc rostrally sud reach Clic caudal
aspect of Che posterodorsal nucleus of Clic
mesencephalic tegmentuní. This sparse projection mnay
be reminisesit of Che spisiomcsencephalic projection
via Che dorsolateral funiculus in mammals te Che
periaqueductal grey sud Che siucleus cuneiformis <cg.,
Nijesisohsi asid Kerr, 1975; Zemían eC al., 1984;
Rjórkeland asid Roivie, 1984; Hylden eC aL, 1986;
Yezierski, 1988; Bernard et al., 1995).
Vtntral quadrant pathways lii a¡uphibians
¡si Che asiurasis studied, in line wiCh previous
studies (Ebbesson, 1969, 1976; Haylc, 1973a), Clic
bullc of fibcrs ascendisig via Che ventral quadrani of Clic
spinal cord fades at rhombencephalic levels. Ventral
quadrant padiways terminate mainly in Che reticular
formation, particularly in its caudal, inferior parC.
Additionally, in Che present study ventral quadrant
prejectiosis were feusid te be latera! reticular zone, Clic
raphe nucleus, (líe nucleus of Che descending tract of
Che trigeminal nerve, Che octavolateral area asid Che
inferior olive. More rostrally, Che parabrachial siucleus
receives as sparse ventral quadrsut projectien, in
addition te Che massive innervation by ¡he dorsolateral
funiculus.
In Che rostral parC of Che rhombencephalen,
some fibers Curn dorsally sud enter Che cerebellar
granule Iayer. Ihese fibers presumably Mise ítem
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neurosis located mainly in Che ventral horn of Che
spinal cord (González et al., 1984; Grever and Grússer-
Comehís, 1984). ‘Ibis ventral spinocerebcllar padiway
fornís ene of Che Chree spinoccrebellar projectiosis
feund in amphibisus <Joseph asid Whitlock, 1968a;
Nieuwenhuys sud Connelisz, 1971; Hayle, 1973b;
Ebbcsson, 1976; AnCal et al., 1980; González et al.,
1984; Grover and Grússer-Cornehls, 1984; dic present
study). The odier two spisiocerebellar projections in
amphibians are Che ipsilateral, priman’ spinocerebeflar
projection via dic dorsal funiculus, sud a sien-priman’
dorsal spinocerebellar paChway via Che dorselateral
funiculus Chat ascends Chrough Che medullajust ventral
te Che descending tract of dic trigeminal nerve.
The ventral quadrant projection Co ¡he isdimie
regien feusid in Che present study is in line wiCh earlier
anterograde degeneration studies (Ebbesson, 1969,
1976; Hayle, 1973a). ¡si dic mesencephalen, ¡he tenis
semicircularis is Che main target of ventral quadrant
fibers. The Corus semicircularis is a major integrating
center fer a number of sesisory asid nonsesisory
al’ferents in addition Co auditory inputs, sud may serve
a role similar te Che ene Che tectum mesenccphali
serves for Che visual system (Wilczysiski asid
Capranica, 1984). A distinct, mainly contralateral
spinotoral projeetion arises from aH levels of Che
anuran spinal cord. In Rano catesbelana, Ebbessen
(1976) noted a sparse spinomesenceplíalic projection
te Che magnocellular and laminar siuclei of ¡líe torus
semicircularis, In Che present study, a more eKtensive
spisiotoral insiervation was feusid: spisial fibers mainly
innervate dic magnocellular sud laminar nuclei but,
although more sparsely, also Che principal asid
commissural nuclei. More restrally, labeled fibers
were also feusid in Che pretoral grey. Apart from Chis
direct spinotoral input, Che torus semicircularis
receives somatosenson’ input from Che nucleus of Che
descendisig tract of Che trigemisial nene (M. Muñoz eC
al., 1994), from Che dorsal column nucleus
<Wilczynski, 1981; Wilczynski asid Nean’. 1986: A.
Muñoz ct al., 1994b, 1995b) asid from Che lateral
cervical nucleus (A. Muñoz CC a]., 1995, 1996). lii R.
pipiens, Comer sud Grobstein <198 la,b) dcmoíistrated
Che involvement of Che tenis in tactually elicited prey
nequisition behavior. A crude somatotopic map of Clic
contralateral body surface was feusid for Clic Corus
(Comer asid Grobstein, 198k). A sparse spinal
isinervation of Clic tectum mesencephalic was observa].
In Che present study a direct, rather extesisive,
mainly cositralateral spinodialamic projectien was
demonstrated. This projection arises mainly froní
cervical, but also from Choracic sud, more sparsely,
from lumbar spisial segments. Mest celís of origin
werc observed in Che contralateral dorsal líorsi.
SpinoChalaxnic fibcrs isinervate Che posterior tubercle,
Che ventremedial asid Clic vesitrolateral tlíalamic nuclei.
Only a few spinal flbers rcach Che posterior, central
sud anterior Chalamic nuclei.
In Pleurodeles walt!, Che ventral quadrant
pathways are comparable Co Cliose in anurasis. A
notable exception in Che well-developed spisiotectal
component. The pattern of Cermination of
spinoreticular projection is largely comparable Co ClíaC
found widi Che classical silver impregnation techniqucs
(Herrick, 1948; Herrick sud Bishep, 1958) míd with
anteregrade degeneration techniques (Nieuwenhuys sud
Cornelisz, 1971; Ebbesson et al., 1972). The
indistinct Corus semicircularis, characterized by its
octavolateral input (González asid Muñoz, 1987),
receives spinal isiput vía Che ventral quadrant
paChways. In Ambystoma tigrinum, Herrick <1914,
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1948) suggested a direct spinotectal projection. In Che
axelotl, A. mexicanum, Nieuwenhuys sud Connelisz
(1971) experimentally demonstrated Chis projection.
Our RDA tracing experiments in P. walt! show a
mainly contralateral spinotectal projection. Sorne
contradictory daCa were obtained wiCh regard Co Che
origin of Chis projection. Aftcr unilateral HRP
isijectiesis in Salamandra salamandra, Fisikenstíidt et al.
(1983) found spinal projectiosis from Che dorsal grey
matter of Che ipsilatcral spinal cord. ReCCig (1984,
1988) in 5. salamandra sud Bolitoglassa subpalmata
as well as Gruberg sud Harris (1981) in A. tigrinum
asid A. mexicanum, hewever, found bilateral
spisiotectal projections from neurosis in Che ventral
horn. WiCh electrophysielegical techniques, Gruberg
asid Harris (1981) observed a restrocaudal sud
lateromedial somatosensory body reopresentation in
layer 3 of dic tectum, below Che visual input.
[si Che present study a sparsc spinal
isinervatien of Che asiteroventral asid posterodorsal
thalamic zones was observed. A much denser
spinothalamic projection was found Co Che ventral
Chalamus. In Ambystoma tigrinum, Gruberg asid
Solish (1978) reported dic presesice of dcgenerating
fibers in Che ventral Chalamus after spinal
hemisections. The ventral Clialamus alse receives
retinal, Cectal and tegmental input (Wicht asid
Himstedt, 1988).
Ventral quadrant pathways ¡u vertebrates
Ventral quadrant padiways comparable to
diese demonstrated in amphibians are found in other
jawed vertebrates. This system of ascending fibers,
semetimes called Che spinal lemniscus after an
ascendisig system described by Herrick (1948) in
Ambystoma tigrium, arises in spinal neurons sud
ceurses restrally dirough Che ventralateral spinal cord
sud brain stem. AII vertebrates have in commosi a
distisict spinoreticular patlíway passing via Che ventral
quadrant (Table 3). A ventral spinocercbcllar pa¡hways
seems te be restricted Co gnadiostomes. A spinotectal
componcnt is variable. Ventral quadrant fibers exteíid
as far as Che diesiceplialen in terrestrial vertebrates asid
in certain sharks. The ventral quadrant patlíways
Cherefore include spinoreticular, spisiocerebellar,
spinetectal, sud spinoChalamic Cracts.
In agnadians, ventral quadrsut pathways
extesid roswally, aleng dic ventrelateral border of Che
spinal sud medullary central grey asid consists of
spinoreticular sud possibly spinovestibular projectiosis
(Ronan sud Nordicutt, 1990). In Che Pacifie hagfislí,
Eptatretus StOu!i, spisial lemniscal fibcrs líeavily
termisiate in Che mesenceplíalie tectum, but no spinal
prejection Co Che dialamus was feusid. The spinal
lemniscus of lampreys ascends te Che isthmus level
asid may extesid isito Che mesencephalic Cegmentum.
Retrograde tracer daCa (¡tonan asid Northicutt, 1990)
isidicate ChaC a ven’ small population of celís in Clic
most rostral parC of Che lamprey spinal cord may
project te Che Cectum sud dienceplíalen. Unlike Che
spinocerebellar prejectiens ofjawed vertebrates whiclí
terminate in Che cerebellar granule layer, spinal
lemniscal fibers in lampreys do not enter Che
periventricular grey of Che cerebellar region (Ronan sud
Nerdicutt, 1990).
Ventral quadrant fibers project Co dic reticular
formation, particularly its caudal parC, Che cerebellar
granule layer, asid Che Cectum mesencephalic in Che
spotted dogfish, Scyliorhinus canicuta (Hayle,
1973a,b) sud Che nurse shark, Ginglymostoma
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cirratuni (Ebbesson and Hodde, 1981). In dic ¡atter,
advanced species, spinal flbers also reach a subtectal,
intercollicular zone and tite central nucleus of tite
titalamus. Spinoreticular fibers passing via dic ventral
quadrant of tite spinal cord were demonstrated in
representativos of titreo grades of ray-finned bony
fislies: bichirs, Polypterus palmas (unpublislied
observations quoted by Ronan and Nordicutt, 1990),
gars, Lepisosteus osseus (unpuhlished observations
quoted by Ronan and Northcutt, 1990), rudds,
Seardinius eryrhrnphtabnus (Hayle, 1973a,b), and ono
genus of lobe-tinned bony fish, dic African lungfish,
Protopterus spp. (unpublisbed observations quoed by
Ronan and Norrhcutt, 1990). Tito spinoreticular
projections diminish rostrally and likely terminate
most heavily in dic caudal reticular formation. In tite
ray-f¡nnod fishes and probably in African lungfishes,
spinal fibers projeet to dxc corobellar granule ¡ayer,
whereas a projection to dic tectum was only obsorved
iii lunglishes (unpuhlislxed observations quoted by
Ronan and Nortbcutt. 1990). In Sebastiscus
,narmora¡us, Murakami and Ro (1985> sitowed
asconding projection of tite spinal dorsal lxom, via dic
ventral quadrant of tite cord, to dic reticular formation,
tite vaga! tobe, octaval nuclei, dic cerebellum and dic
nucleus ventromedialis dialami. Ita et al. (1986)
suggested that dic spinotlxalamic projection may axise
in tite nucleus of tite latera! funiculus and, dierefore,
form a cervicotbalamic ratiter titan a proper
spinothalamic patlxway. In the bimé salman,
Oncorhynchus nerka, Ob et al. (1986) faund, in
additian to spinoreticular and spinocercbellar
companents of tite spina! lemniscus, a projectian to
dic latera! panof tite tarus semicircularis.
Asccnding ventral quadrant pathways in
reptiles were studied in a number of species - a boid
snake, Constrictor constrictor (Ebbesson. 1969);
turtios, Pelusios subniger, Pelomedusa subrufa,
Podocnetnis uniJilis (Pedersen, 1973), and, especially,
Pseudemys scripta elegans (Ebbcsson, 1969; Kúnzle
and Woodson, 1982>; lizards, a lacertid, Laceria viridis
(Goldby and Robinson, 1962), tite togu lizard,
Tupinambis teguixin (Ebbcsson, 1967), and tite
savannait monitor lizard, Varanus exanthe¡naricus
(Hoogland, 1981; ten Donkolaar et al., ¡987), and
caimans, Cai,nan crocodilus (Ebbesson ami Goodman,
1981; Pritz ami Strit.zel, 1989). Tite bulk of dic
ventral quadrant fibers innervate dic ritambencepitalic
reticular formation, particularly ils caudal pan. Odia
rhombencephalic centers sucit as tite nucleus of tite
solitary tract, dic vestibular nuclear complex, rite
periitypoglossal nuclear complex, tite inferior olive,
anil tite aiea in and around tite facial motor nucleus are
innervated by spinal fibers. Tite ccrebellum receives an
extensivo spinal innervation (lar retrograde tracer dala
seo: Bangma and ten Donkelaar, 1982; Kúnzlc, 1983).
In tite mesencepitalon, dic nucleus intercollicularis, a
difuso ccli mass in dic darsolateral part of dic caudal
mesencepitalon, roceives an extensive spinal
innervation (Ebbesson, 1967, 1969; ten Dankelaar et
al., 1987), Evidence lar spinal projoctions to tite
intercollicular nucleus was found in various vertebrates
(RoBards itt al., 1976) ami is included in Table 3. In
mammals, e.g., dic Nortit American opossum (Hazleu
et al., 1972; RoBards et al., 1976), dic intercollicular
terminal zane receives ahferents from die spina! con],
tite dorsal column nuclei, and tite somatosensory
cortex. In lizards, so lar anly spinal afferents and a
projection from dic dorsal column nucleus (Ebbcsson,
1978) werc demonstrated. Anodier main mesencepitalic
targer of spinal afferents in reptiles is dic laminar
nucleus of tite torus semicircularis. Titis cdl group
loo
Sistemas somatosens0riales en anfibios PROYECCIONES_ESPINALES ASCENDENTES 3.2
may be comparable Lo dic mammalian periaqueduclal
grey (¡en Donkelaar et al., 1987; Puches et al., 1994).
Anlerograde degeneration studies in hizards
(Ebbesson, 1967; Kusuma. 1979; ten Donkelaar eL al.,
1987) sbowed ¡be presence of a direct spinothalamic
projection, terminating iii a poorly differentiatcd
region labeled dorsal inwnnediate nucleus (Ebbesson,
1967) of ¡he dorsal thalamus. Ibis nucleus may be
comparable to the inuralaminar nuclei of mamma]s
(Ebbesson, 1967), which receive the so-called
paleospinothaiamic patbway (Mebler, 1957; Herrick
ami Bishop, 1958>. In Caiman crocodijus, Ebbesson
and Goedman <1981) domonstrated in addhion Lo ¡he
dorsal spinothalamic tracÉ (terminating in ¡be nucleus
medialis posterior), a ventral extension of ¡be spinal
lemniscus. mis ventral pauliway terminaLes in ¡be
ventrolateral tlialamic nucleus. Ibis connection is
reminisccnt of thc mammal¡an spino¡halaxnic
projection (neospinoihalamic trací) lo the ventrobasal
complex (c.g., Mehíer, 1957, 1969). In a retrograde
¡raca study in Varanus exanihernazicus, Hoogland
(1981) showed tha¡ ¡he spinal cord projects lo Lliree
tbalamic arcas: 1) an aiea thai includes both the
nucleus dorsolateralis and thc nucleus iníermedius
dorsalis; b) the nucleus ventrolateralis; ami c) ¡he
nucleus dorsomedialis. Moreover, it was demonstrated
thaI diese spinothalarnic projections arise from
different populaúons of neurons in ¡he spinal cord.
Comparable data were obtained in Pseudenzys scripta
elegans (Kúnzle ami Woodson, 1982; Kúnzle and
Schnydcr, 1983).
In pigeons (Columba livia), ascending spinal
projections were studiedwitb anterograde degeneration
(Karten, 1963; Karten ami Rezvin, 1966;van den
Akker, 1970), trací-Éracing (Wiíd, 1983; Funke and
Necker, 1986; Necker, 1989, 1990; Schneider and
Necker, 1989) and electrophysiological (Delius and
Bennetto, 1972; Necker, 1989; Eunke, 1989a,b)
¡edifiques. Funke and Neckcr (1986) and Ncckcr
(1989, 1990) found ¡bat ventral quadraní tibcrs mainly
mise in neurons in thc laminac V-VIII of ¡lic spinal
gray, bila¡crally al cervical levels, and contralaterally
al lumbar levels. Ascending spinal projections ¡o dic
raphe and medial reticular targets arise from neurous
located in afl spinal laxninae, excepí 11 amI IV (Necker,
1989; Schneider and Necker, 1989). In experimenís
with large HRP applications ¡o ¡he lateral aspecí of
¡he reticular formation labeled neurons were found
bilaterally, in lamina 1 and, to a lesser exten¡, in
laminac IV and IX (Necker, 1989). Spinocerebehlar
fibers form a distincí component of the ventral
quadrant fibers <van den Akker, 1970; Vielvoye, 1977;
Okado et al., 1987). Sparsc data exisí in ¡he hiterature
on (lic spinomesencephalic projections in birds. Spinal
projec¡ions werc demonsurated ¡o ¡he intercollicular
nucleus <Necker, ¡989) and ¡o ¡he ¡ectum (Karícuí,
1963). Spinothíalamic projcctions were alrcady
observed iii degenera¡on studies (Karten, 1963; Kartcn
and Rezvin, 1966). Later tracing studies revealed
lumbar spino¡halamic projecdons to ¡he nucleus
dorsoiníermedius ventralis anterior (DIVA) and to a
lesser extení Lo dic nucleus iníercalatus Ihalamí,
nucleus subrotundus, and the stratum cehlulare
externum ami in¡ernum (ScbneiderandNecker, 1989),
wbereas cervical spinotlialamic projecíions rcach ¡he
nucleus dorsolateralis posterior (Schneider ami Neckcr,
1989). Ibe celís of origin of spino¡halamic
projecúons were demonstrated in several studies (W¡ld,
1983; Neckcr, 1989; Schneider and Nccker, 1989).
SchnciderandNecker (1989) labeled only contralateral
lumbar ncurons in ¡he intermediate grey in
experiments wi¡h WGA-HRP apphications iii DIVA.
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Necker (1989) labeled neurons aL ¡he base of ¡be dorsal
horn, close to dic midline, and al ¡be laLeral aspect of
¡be neck of ¡he dorsal honi, in dorsolaLeral thalamic
HRP applicaíion experinienÉs, and only in ¡bose cases
with large applications, labeled neurons were observed
iii ¡be contrala¡erai lumbar laminae V-VI. On ¡he o¡her
hand, HRP applications into ¡be nucleus ovoidalis
labeled contralateral neurons in ¡be laminae V-VI and
VIII.
In mammals, dic presence of ex¡ensive
ventral quadrant pa¡bways is well known (see Mehíer,
1969; Wilhis and Coggeshiall, 1991; Tracey, 1995). I¡
includes spinoreticular, spinomesencephahic and
spino¡balamic projections. Retrograde uracer studies
(Kevetter et al., 1982; Keve¡ter and Wihlis, 1984;
Menétrey eL al., 1984; Lima, 1990) showed ¡bree rnain
groups of spinore¡icular ncurons: 1) ¡bose projecting
¡o ¡be laleral reticular nueleus; 2) a group projecting to
¡he medial nuclei of ¡he pon¡omedullary reticular
formation, amI 3) neurons thaL innervate ¡be dorsal
reLicular nucícus. Spinal projections in mammals to
¡be medial reticular formaLion arise bila¡erally, but
wi¡h a contralateral predominance, in neurons locaLed
mainly in laminae y, VII and VIII and, tu a lesscr
extent, in lamina X and at ¡be neck of ¡be dorsal hom,
Ihroughou¡ ¡be spinal cord, but more densely at higher
spinal segments, where also large ventral spinal
neurons give risc tu spinoreticular projections. Ihe
dorsal reticular nucleus receives projections from
lamina 1 amI X as weIl.
Ahthough sorne sp¡nomesencephiahic
projec¡ions in mammals ascend in ¡he dorsolateral
funiculus, dic bulk of ¡be spinal projections ¡o the
mesencephalon ascends via ¡he venÉrolateral quadrant
intermingled wi¡b spinoreticular and spinodialamic
axons. Arough rostrocaudal somatotopic arrangement
was observed in ¡he spinal projec¡ions lo ¡he
mesencephalon. Lumbosacral projec¡ions mach more
caudal mesenccphahic targe¡s ¡han ¡bose tha¡ mise al
cervical levels (Willis and Coggeshall, 1991).
Spinomesencephahic projections innervate, among
o¡her structures, ¡he nucleus cuneiformis, Llie
parabrachial nucleus, ¡be periaqueductal grey, ¡he
inLercollicular nucleus and ¡he deep layers of ¡he
superior culliculus. Ihe celís of origin of
spinomesencephalic pmjections are located ¡broughout
¡be spinal cord, but in higher concen¡ration aL highcr
spinal levels, in larninae 1, III-V, VII, and X, and in
¡be lateral cervical and laíeral spinal nuclei (see Wilhis
ami Coggeshail, ¡991).
Thíe spino¡balamic tract in mammals arises
from neurons ¡hrougbout ¡be spinal eord. l-lowever,
togeiher wi¡h ¡be lateral cervical nucleus neuruos ¡bat
also project Lo ¡be ¡halarnus, the highest concen¡raúon
of spino¡halamic neurons is preseut iii cerv¡cal
segmens (Willis and Coggeshall, 1991). In addition
Lo ¡líe spino¡halamic projec¡ions via ¡be dorsolateral
funiculus (dorsolateral spino¡halamic tract) arisíng
from laminae 1, II and III neurons tu ¡líe ventral
posterolateral and ¡be submedius nuclei and ¡he
in¡ralaminar nuclear complex, in ¡he brain of
marsupíals, carnivores, rodents and primates two
distinct components of spinodialamic projections via
¡be ventral quadrant exis¡, 1) a mainly contrala¡eral
projec¡on from laminae 1V-VI neurons ¡o ¡be ventral
posLerolaLeral and ¡he central lateral nuclei, and 2) a
projection from laminae VII-X neurons ¡o ¡he
conÉralateral posterior nuclear complex ami ¡he central
lateral nucleus (Willis wd Coggesball, 1991).
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Kevetter and Willis (1984) reviewed ¡be ¡ben
available dala on ¡be collaLeralization of ¡he aseending
projec¡ions in ¡be ventral quadranL of ¡he marnmalian
spinal cord as well as ¡he formation of direct
spinodialamic projections tliroughou¡ phylogeny.
They showed spinal collateral projections ¡o ¡he
medial (in¡ralaminar) and latera] (ventrobasal) ¡halamus
considered as paleospinoLhalamic and
neospino¡balamic tracts, respectively (Mehíer, 1969).
Additionally, ascending collateral projections to ¡he
spinal cord and ¡he medullary reticular formation,
¡halamus and reticular formation, intralaminar
¡lialamus, venirobasal ¡halamus ami reticular formation
were reponed in different mammalian species (Keve¡ter
and Wihlis, 1984). Moreover, later studies
demons¡rated that spinal neurons projecting Lo ¡he
mesencephalic periaqueducLal gray scnd axon
collaLerais ¡o the medullary reticular formaLion
(Pechura and Liu, 1986) or ¡be ventrobasal complex of
¡he ¡halamus (Harmann e¡ al., 1988). In our
amphibian material we could observe ¡hin ñbers ¡bat
innervaLe dic medullary reticular formation as
cohlateral branches of thicker ascending fibers located
peripherally in ¡he rhombencephalon ¡bat ascend ¡o
more rostral regions. However, retrograde double
labeling studies are needed ¡o confirm whe¡ber diese
fibers reach more rostral mesencephalic or diencephalic
targets. As fax as we know, so far no double-labeling
studies demonstrated ¡be collateralization of ascending
spinal projections lii non-mammalian vertebraLes.
Based on previous anterograde degeneration
(Hayle, 1973a; Ebbesson, 1969; Ebbesson and Hodde
1981) and ¡raeing (Neary and Wilczynski, 1977,1979)
studies, direct spinodialamic projections, althought
presenL in cartilaginous fishes (Ebbesson and Hodde,
1981), were viewed by Kevetter and Wilhis (1984) as
aix advanced evolutionary character only present in ¡he
brains of amniotes. The spinothalamic projection in
sorne elasmobranchs was viewed as a secondary
obtained character. l-Iowevcr, later studics in agna¡hans
(Ronan and Nor¡hcutt, 1990), teleosts (Murakami aud
[¡o, 1985; [¡oe¡ al., 1986) and amphíibians (A. Muñoz
eL al., 1994a; Llie presen¡ s¡udy) confirmed the
existence of direct spinothalamic projections
suggesting a common pat¡ern ¡hroughout al! Llie
vertebrate classes.
In reptiles, ¡he exisLence of a
paleospino¡halamic pathway Lo ¡he dorsolaLeral and ¡be
intermediodorsal thalaniic nuclei, die probable
homologue of ¡be intralaminar and posterior ¡halamus
of mammals, and a neospino¡halamic pathway Lo ¡he
ventrolateral ¡halamnus, equivalen¡ Lo ¡he mammalian
ventrobasal complex were shown (Ebbesson, 1967,
1978; Riss eL al., 1972; Pedersen, 1973; Nor¡bcuLL and
Pritz, 1978; Ebbesson and Goodman, 1981; Hoogland,
1981) ¡hat arise from different spinal neuronal
populations (Hoogland 1981). Our amphibian material
(A. Muñoz eL al., 1994a; ¡he presenÉ study> revealed
spina] projecLions Lo ¡he ventral ¡halamus ami, more
sparsely, ¡o different dorsal Lhalamic nuclei a]lowing
comparison ¡o ¡he spinothalamie projec¡ions
demonstraLed ¡ix ¡he brains of reptiles and maznmals. In
reptiles, spinal fibers ¡bat innervate dorsal ami ventral
thalaniic nuclei enter ¡be diencephalon dorsomedially
or ventrola¡erally, respecLively (Ebbesson. 1967;
Pedersen, 1973; Hoogland, 1981). Spino¡halamic
fibers ¡o ¡he ventral thalamus ¡ix amphibians enter ¡he
diencephalon ventrola¡erally (A. Muñoz eL aL, 1994a;
¡he present sLudy). However, due Lo ¡he low density of
spinal fibers present in ¡he dorsal ¡halamus, ¡he way of
entrance of ¡bese fibers could not be deLermined.
However, sinee sorne fibers were observed aL ¡he
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pretectal gray al die rnesodiencephalic junetion it
seems hikely dial ¡bey enter ¡be diencephalon dorsally.
Additionally, different spinal neurona] populalions
giving risc Lo dorsal and ventral ¡balamie projections
could not be distinguished since tracer applica¡ions
restricLed ¡o dorsal ¡halamie nuclei failed Lo label
neurons aL ¡be spinal cord (Neary and Wilczynski,
1977; 1979, own unpubhished observations). hikely
due to ¡be low density of dorsal spinothalamic
projeeLion. Studies in amphibians and repLiles,
¡berefore strongly suggesl the presence of ventral
Lhalamic nuclei reminiscen¡ of Lhe mammahian
venirobasal complex. Their ascending projections are
only incompletely known, ami form ¡be subjec¡ of
fuLure s¡udies.
ACKNOWLEDGMENTS
This research was supported by a grant of ¡be
Spanish Governmen¡ to A González (DOICYT PB 93-
0083) and by a NATO Collaborative Research Grant
(930542) Lo H.J. Len Donkelaar. The authors ¡hank
Mrs. Roelie de Boer-van Huizen for excellent Lechinical
assislance, Mrs. RieL Schraven and Ms. Inge Eijkliout
for secretaria] assisLance.
104
Sistemas somatosensoriales en anfibios PROYECCIONES ESPINALES ASCENDENTES 3.2
Tabla 1 Dond fwdcular plhw.y. It vcslbcsh. (basad la. pta on Roaa¶ .84 ?dortbcuIt, 1996
>
SpCda TargeI al OciavoIalCtal cerebeilar PI)CS Rcft.
ches level larga proj@CtIOuI
(DCN)
-Salamprcy + 7 + 7 19,23
<P.aon~qan mattmn)
— SiiverI.mp<ey + 7 + 2.23
<WÉ)en>0fl unktapú)
ficabAn
.P.dflch.ggI$h + 7 7 7 23
(Epsortta slo.¡d>
a—u,——”
CinCa naus jbha
— Spctied dcgflsh 1 7 9 9
<Sc2diahtnuI caninflo>
— Nur,eshack + + 7 7
<ding~qnosioma ckran,n>
kny Jbha
-Ekhlr + + . 23
(Po.~1stw.a palmas>
-Car + + .
<UpLsasns cucar:>
- HlmtsImOa + . 7 20
(Oncod~ncMa ncrka>
-Urngtlsh + + + 7 23
<Proiop¡ns spcccs>
..LIJOJJaS ut,mMdcti 7
—Mobil
<Ám*wma nígdconunr)
-Rjhbedoe*1 + + + + 17
(Pkwodcks wc/ti>
Mutá85
• Rano anrienta + + + 7 1.23
-Aumporañt + + + 9.10
-Leasabeiana + 4. + . 4.5
-Apczai + + + + 16.17
.Xenapusloevú + + + + 16.17.26
RqdIa
Tutiles
- PeIusiossubnigc~ + + + 7 21
- PcIome4íua subn¿fa + + 21
..Podocnonúunlfllú + + 7 21
- Psdaw:cnpla + + 4~ 7 4,14
Llamda
-Locnia,*idis + + + 7 II
-Tupinambistcguiñn + + + 3
Snka
- C.,uoicws COflfl~~¡~t + 4. + 4
- llwnmophitsiflakz + . 7 ¡2
Cro~dIU.o.
- Cúnandocodjha + 4.. 4. + 6,22
5/Ms
— PIpos + . . + 8,13.27,28
(Coáunh. livio>
MaraneJs + + . + 29
SymboU uit + prUcal: . fíat reportad: 7 arúzan or quslloraabk
hfr.nws 1 Ant <iaL. 1960; 2. Lubuc ci st. ¡9fl~ 3 . Bhhson, 1967: 4 - 2bbason, 190~ 3 . E~«so, 19764 6.
Utason ant Ooodmmn 19*1; 7 . Eflasos aud Hadé. IN¡; a . Pune. 1918; 9. lO . H.fle, 1973&h: 11 . hs~h. 196I~ 12.
hcchastSIs. 1960; iI-Xarten. ¡963: 14.KBsI, ¡Nt 15.lCúnl.and Woodson, ¡963: 16.A.MuAo:a.L, 1993b: 17.
A. Muflo: <gal, prasul sIudr 18~ NIcuwacbu~ ant CornelIa, 197l ¡9. Noriheutí sae flbaaoa. 1980; 20-Ok. cta.,
19164 21. PSeuen, 1913; 22 .Pu¡iZ £04 Sir(tt 1994; 23 . Roan <itt Norihcutt, 1991 24 . Roth <itt W.ke, t91S~ 23.
SUkclycí st, 1980: 26~ lan Dotik<IUr ant dc BOCl.YUO Huía,,. ¡991: 27 . van den Akkcr 1970: 28 . WII4, 1915; 29. WUhls
Md CoueahaIL ¡sql.
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Tabla 2 Dorsolateral <unlealar pathwayu la. vartebrul.
.
Species
Api.<han.
- Sea lamprcy
<Penc.n>«on naoMnw>
— SUvar Iamprcy
(IcJuhyonwon untcuspú)
Set”.
- Padile hqIIsb
<Ep¿awenrs twa fi>
Gna<hostomcs
QnUe~io<,Jbhc~
— Spoued dogflsh
<S~y/iodainw canicuta)
— Nunc sbark
<Gingiymonon,a cinamm)
Ronj Ilrh
— Sc. robín
(Pño.no,w carolinas>
- Sebasilsega mannorams
— Rudd
<Sca,di,nima er$hroph¡habnu:)
Am$ en
— Tige, salamander
<Anikysforno ~i¡fltIUtfl>
- Rlbbcd ne’wi
<PUarrodeles waI,I>
— CIawcd toad
<Xenopta bayú)
— [irga groen troj
(Rano peral)
Re$iln
— Red-cared garito
<Pseademys ¡entra c/ejens)
— Toga Uurd
<Tupinombú ¡quirin>
SIM,
— Pígeon
<Co/ambo ¡¡vta)
Momn.a&
Spinoccrvlcaí Tarje: al
Irací spínomcdullazy
jullolloIl
(LCN)
• 7
• 7
+
+
+
+
+ +
9
+
+ +
S>’nboIs usad: + positiva cvldcnce • suggcaíive avidence; - nol reportad; 7 unkao.n or quallonable.
Raterancn: 1 - Ebbason, 1967; 2 - Ebbcason, 1969; 3 . Ebbesoa sae HoSa, 1981: 4 . Plager, 1981: 5 - Punkc, 1988; 6.
Pune md Ncckes 1936; 7,8. HayIe, ¡973a,b: 9. Herr/ch, 1930110 . Ero cí aL. 19364 11 - ICoazia ant Woodson, ¡982; 12.14,
A. Muflo: <‘al., 1995a,b, 19964 ¡5. A. Muflo: <¡aL, praní alud>-, 16, 17- Noche 1939, 1991:18. Nortbcuu ant Ebbason,
1930; 19. Roas,, ant Norihetia, 1990: 20-van den Afler • 1970; 21 . WIlIls ant Coggcahall, ¡991.
tIUCICuS 01’
¡he wlltaq’
<mcl
Proieetíons ‘o
lateral
reticular
zone
Ras.
pJia~
brachial
arta
7
7
7
¡8, 19
19
‘9
3
7 7
4
lo
7
7, 8
+
+ • +
+
9
‘5
12. 13, ¡5
2.11
+
7
+ +
5, 6,16. 17, 20
21
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Tabla 3 V.i,nl quadrmne pa<hwap la. nflabea<as (basad la. pan ou Ranas ant Northcutt, 1996
)
Specíes Spinoreiícular Splnacarebcllar Projacílon SpinoiactaI SpinoíhaIam¡c RoEs.
compouíení componení lo bm componení Componcol
of PAn
AgnaIha.ns
LAmprejí
— Sea •nd ¡lIvor lampccr . 7 20, 22
HaSsAn
— P.dflcbagflsh + . . + - 22
(Eptomnna :routi>
CnMho.wscs
CsnUag/n.ss fizAs
- Spotiaddo¡flsIi + + 7 + 7,8
<ScyiioÁÁnw can icaria>
—Nursashark + + + + 5
<Gingtymos¡on¿o cúra&ni>
Bon.Úfuha
— Síchir + 22
tPotyprcrw pa/nun)
+ + . 22
(Lepisos¡ew osse¿ts>
- Hlm6salmou, + + + . - 21
<Onco.rh>nchus ne’ka)
— Sebonúca: mannonn.r, + + + . + 17
—LupgfIsh + + 7 + . 22
(holopiena ¡pacías)
Amplalblo,u
U,odeI~
—Mobil + + . 19
<Án¡bysrqn.a n,aiconanu)
— ligar nI.maadou + + ,- 9
<A. tigrinurn>
- Ribbod rewt + + + + ¡3, ¡6
<Plesreode/es woIi/)
Aaurauís
- Rano umpovaño + + 7
— R. caíe:beiona + + + . 7 3
-Kperai + + + + + 15.16
-Xenopw/oevú + + + + + 16
RepdLa
Tu riles
— Pseudcnuys scdpua ctcgan4 + 4. + + + 2. ¡2, ¡3
L.Surds
lIrpu.arnou rqUU¡~I * .. r + +
- Va..anw aarniumrnicIr: + + + + + [0,24
Snkg
- Co¿ualaosconnñcw, + 4. + E- + 2
Crocodíllan,
- Cainsan crocad//as + + + + 4
Sfr”
-Pigeon + + • + + + 6,1l,lS,23
(Co/ambo livio>
MaaawLg + + + + + 14,25
Sj’wboh <¡¡adj + poaSUn o.Idance • aug¡cíh~. evIdncs col rcportct 7 uu1cue~c o, qusUonabla.
Retenm«s1,2,3. tUrnios, 1967, 1969, ¡97644. tUuíoa aid Osadas, 1961>5- tUsos ant Hod4a, 1981; 6-PuÉ.
i~ ant Noche, 196647.8- Haylo, 1913a,b 9. Honlú, 193~ 10. tajáiS. ¡Mt II . Kanes, ¡963:12- IChale ant ScJ¡*t>*i,
¡983; 13. IChal. aid Woodaoa, l~> 14 -MeIr, ¡Mt u . A. Musca es al., 1994a 16 • A. Muflo: os st, presost a¡ud>2
¡7. Muraba.> ¡cd 1w, 1963:18. Nuk.r, ¡Mt ¡9. NInw.abu>g aid Comella, 1911:20- Nonhauít ant Bbbcuon, 19601
21 . Ok¡ al ¡119664 22 -Rostan ant Norihcuít. ¡990; 23. SOnold,r ant Hechor, uIt 24- ion Donkela.r elal., ¡987: 23.
WiIII Md Couashall, 1995.
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Figure1: Schemafic drawing ala series of transvene sections tbroogii Ilie ¡mm ¡tan and ¡pinal conf ola yaung
adult Xenopus Laevú showing dic IabeIing in dic dorsal md darsolatual IUBICUIÍ after in vilro applicalion of
3k]) BDA hito tbe lumbar spinal conf betwecn dic 9th md lOS dorsal wots.
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Figure 2: Sehematie drawing of aseries al Uansverse scc¡ions ¡brough ¡he twain stem asid spinal confola young
adaM Xenopus Laevis showing ¡he habeuug tu ¡he dorsal sud dorsolateral funiculi alter ¿u vitro application ol
3k]) BDA into ¡he cervical ipinal conf, just rostral ¡o ¡he dunA dorsal roaL.
z Y w
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Figure 3: Schcmatic drawing al a series al transverse sectiona tbrough dic diencepbalon (A-D), dic
meacucepdulon (E-II), dic niliencephakui (I-S), aid spinal con! (T-V) olRwaperezi showing dic labehing of
dr ventral quadrmnt systcm afta En vivo lOIcD BDA applicalkm tedr cervical spinal con!.
y
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c
Figure 5: Sebematie drawings illustradng ¡he distribudon of retmgradely labeled neurosis ¡u dic spinal con! of
Xenopus laevis followlug ¿a vitro 3 kD BDA applicatians te dic ventral dialamus (A), dic Lotus semicircularis
(B), aid ¡he inferior reticular nucleus (C). Examples of labeled neurosis me shownin Fig. 6.
B
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Figure 8: Scbematic drawing al a series of transverse sections dirougb dic braña stem and spinal cord of
Pleurade¡es walt! showing <be Iabeling of dorsal sud dorsolateral funicular conwoneuts afta su ¿u viw lOt])
BDA applicatñon <o <be cervical apinal aid. The leveis of dic sectiosis are indicated along a dorsal view of <be
central nervaus system olP. wa¡tl.
p
J
K
L
MNo
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Figuré~: Schcmatic drawing of aseries of tranaverse sectiosis tbrough dic dñencephaioo (A-C), mesenceplialon
(D, E), rbombencepbulom (PL), sud apis! con! Q4-O) of Pleurode¡es walt! showiug dic labeling of <he ventral
quadsuit system altar br vivo 10k!)BDA ag~tcaUoo ¡o dic cervical apinal cord.
O
1.16
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LIST OF ABBREVIATIONS
A anterior thalamic nucleus
Ad anterodorsal tegmentai nucleus
Av anLerovenÉral Legmental ixucleus
C central Ejialamie nucleus
c central spinal fleid
ch cerebcllum
d dorsal spinal licid
dr (3-10) dorsal roeL 3-10
DCN dorsal column nucleus
dorsal funiculus
Dli dorsal hypotlialamic nucleus
di dorsal hom
dli’ dorsolateral funiculus
Ep posLerior entopeduncular nucleus
Is nucícus isthmi
Literal spinal ficíd
La lateml dialamnie nucleus, anLerior division
Lam laminar nucleus of ube Lorus semicircularis
LCN hiLera] cervical nucleus
lm laLeral moLor ficíd
Lpd lateral Lhalamic nucleus, posterodorsal
division
Lpv lateral Lhalamic nucleus, posterovenÉral
division
la Literal reticular zone
Mag magnocellular nucleus of Llie torus
semicircularis
Mg ¡nagnocellular preoptic nucleus
nV ixervus trigeminus
nVlfl nervus octavus
NPv nucleusof ube periventricular organ
1’ posterior tlxalamic nucleus
Pr principal nucleus of ube Lorus semicircularis
ptg pretectal grey
plrg preLoral grey
Ri nucleus reticularis inferior
Rm nucleus retidularis medius
Rs nucleus reticularis superior
SC suprachiasmadc nucleus
Lm tcctum mesencepbali
Lor torus semicircularis
TP posterior tuberculuni
trvds descending tracÉ of dic trigeminal nerve
VH ventral hypothalamic nucleus
vh venÉral bonn
VIiI ventrolateral tbalamic nucleus, dorsalpan
VLv veixtrolateral tbalamic ¡iucleus, ventral part
vI ventrolateral spinal freíd
VM ventromedial Lbalamic nucleus
vm ventromedial spinal fleld
vtb ventral <balamus
mv zona anLeroventralis of dic dorsal tbalamus
2pd zona posterodorsalis of ube dorsal Lhalamus
Vds nucleus of Lhe descending Lract of dic
tnigeminal nene
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En vertebrados terrestres se ha considerado la
exisLencia de dos sistemas de proyecciones espinales
ascendenLes: 1) El sistema columna dorsal-lemnisco
medial formado por proyecciones espinales primarias y
no primarias que, a través del funfculo dorsal,
alcanzan los núcleos de lacolumna dorsal, los cuales
originan el lemnisco medial que asciende hasta el
tálamo. 2) El sistema venÉrolateral formado por
proyecciones secundarias que ascienden inicialmente a
través del cuadrante ventral, para alcanzar la
formación reticular, el mesencéfalo y el tálamo (Willis
y Coggeshall, 1991). Además, en mamíferos (WilIis y
Coggeshall, 1991) se considera un tercer sisLema,
denominado espino-cervico-Lalánuico, consÉiLuídO por
las proyecciones que ascienden en el funículo
dorsolateral como el tracto espinocervical que
termina en el núcleo cervical lateral, el cual a su vez
proyectacontralatera.lmente al mesencéfalo y al tálamo
a través del lemnisco medial. Otras proyecciones que
ascienden a través del funículo dorsolaLeral, alcanzan
diversas dianas en el tronco cerebral.
Los datos sobre las proyecciones espinales
ascendentes en anfibios, disponibles en labibliografía,
proceden de esLudios basados en tinciones argénticas en
urodelos (Herrick, 1914, 1930; Herrick y Bishop,
1958) y en técnicas degenerativas tanto en anuros
(Ebbesson, 1969, 1976; Hayle, 1973) como en
urodelos (Nieuwenbuys y Cornelisz, 1971; Wicht y
HimsLedL, 1988). En los citados trabajos se ha
propuesto la existencia de proyecciones espinales a
través de los funículos dorsal, dorsolateral y
ventrolaLeral. Sin embargo, en ocasiones únicamente
se han presentado como dos sistemas ascendentes.
Además, existen en ellos diferencias en cuanto a la
nomenclatura, así como a las proyecciones propuestas
en cada uno de dichos sistemas. Recientemente se ha
descrito en anuros el sistema espino-cervico-talámico
(capiLulo 5 de la presente memoria), lo que sugiere
que, en vertebrados anamniotas, las proyecciones
espinales ascendentes están igualmente organizadas en
tres sistemas.
La presencia de vías espinotalámicas en el
funículo ventrolaLeral, parece ser un carácLer común y
compartido en el cerebro de las distintas clases dc
amnioLas. Así, se han demostrado ampliamente
aferencias talámicas desde neuronas espinales en
mamíferos <Willis y Coggeshall, 1991), aves
(Seheneider y Necker, 1989), y reptiles (Ebbesson,
1967; 69; Kúnzle y Woodson, 1982). En anamnioLas
únicamente se describieron proyecciones
espinotalámicas en una especie de tiburón galeomorfo
(Ginglymos¡oma cirratum) (Ebbesson y Hodde, 1981>,
y fueron consideradas como un carácter no homólogo a
las vías espinotalámicas de amniotas, que evolucioné
indepesidienLemenLe (KeveLter y Wi¡lis, 1984; Ronan y
Nortlicutt, 1990). En anfibios, hasta el momento, no
se habían descrito proyecciones espinoLalámicas
directas, quizás debido a las limitacionespropias de las
Lécnicas degenerativas (Ebbesson, 1969, 1976;
Nieuwenbuys y Comelisz, 1971; Hayle, 1973; Wicht
y Himstedt, 1988).
En el presente capitulo se incluyen dos
artículos en los quese ha estudiado la organización de
las proyecciones ascendentes espinales en los anuros
Rana perezi y Xenvpus taevis, y en el urodelo
Pleurodetes waltI, mediante la utilización de Lécixicas
de trazado anterógrado y retrógrado, tanto ¡ti vivo
como ¿ti vitro, utilizando los trazadores peroxidasa dc
rábano (HRP), leucoaglutinina de Phaseo tus vulgaris
(PHA-L) o dextrano amina combinada con MoLina
(RDA). En el primer artículo se presentan evidencias
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de la existencia de proyecciones espinotalémicas en
anfibios, mediante trazado anterógrado. En el segundo
articulo se demuestra la organización de las
proyecciones espinales ascendentes en tres sisLemas
fundamentales, funículo dorsal, funículo dorsolateral,
y cuadrante vernal (funículos ventral y ventrolateral>;
caracterizándose los principales centros a los que
proyectan, así como las células que originan algunos
de ellos, y estableciéndose una comparación, desde un
puriLo de vista evolutivo, con los daLos disponibles de
olios grupos de vertebrados.
Proyecciones incluidas en el funículo dorsnl (DR
En los experimentos con aplicaciones de
diversos trazadores en el asta dorsal, en distintos
niveles espinales en Rana perezi y en Xenopus laevis,
observamos un patrón de marcaje de proyecciones
ascendentes que Les-minan en el núcleo de la columna
dorsal (ver capiLulo 5 de la presente memoria), similar
al descrito para las ramas ascendentes de las aferencias
primarias espinales (Joseph y Whitlock, 1968a, Antal
y cols., 1980; Nikundiwe y cols., 1982, M. Muñoz y
cols., 1991; A. Muñoz y cols., 1995b), y a las
proyecciones ascendeníes no primarias que forman el
sistema postsináptico de la columna dorsal (PDCS)
(Len Donkelaar y de Boer van Huizen, 1991; A.
Muñoz y cols., 1995b). Algunas fibras inervan en
dicho nivel el poío caudal del núcleo del tracto
solitario y la formación reticular. Coincidiendo con la
descripción de las aferencias primarias espinales
(Joseph y WbiLlock, 1968a, Antal y cols., 1980;
Nikundiwe y cols., 1982, M. Muñoz y cols., 1991;
A. Muñoz y cols., 1995b), un componente de fibras
conLinúa rostralmente, dando fibras terminales en la
formación reticular rombencefálica, núcleo del tracto
descendente del nervio trigémino, área octavolateral y
capa granular del cerebelo. Sin embargo, hay que
señalar quealgunas de estas fibras podría corresponder
igualmente, a proyecciones no primarias originadas en
lamédula espinal.
En urodelos exisLen muy pocos datos en la
bibliografía en cuasiLo a la organización de las
aferencias primarias espinales. En nuestros
experimentos, con aplicaciones de BDA en raíces
dorsales cervicales y lumbares en Pleurodeles walt!,
hemos observado un patrón de organización similar a
nuestros esLudios en anuros. Las aferencias primarias
espinales, alentrar en la médula espinal, establecen un
componenLe medial cuyas fibras ascienden y
descienden en el DF y un componente lateral,
equivalente al tracto de Lissauer, que discurre en el
funículo dorsolaLeral. Las fibras dcl componente
medial ascienden en el DF somatotópicamesite
organizadas, de manera que las aferencias lumbares y
cervicales discurren medial y lateralmente en el DF
respectivamenLre, y alcanzan de la misma forsna el
núcleo de la columna dorsal (ver capitulo 6 de la
presente memoria). Las aferencias lumbares más
rostrales se observan en niveles ligeramente anteriores
al núcleo de la columna dorsal, mientras que las
cervicales conLinuan ascendiendo a lo largo del
rombencéfalo, dorsalmente al tracto descendente del
nervio trigémino, para terminar en la capa granular del
cerebelo. Dichos resultados coinciden con la
distribución de las aferencias braquiales descrita por
RoLh y Wake (1992) en salamandras de la familia
Plethodontidae, sI bien dichos autores no observaron
proyecciones directas al cerebelo.
En nuestros experimentos en Pleurodeles
walt! con aplicaciones de BDA en el asta dorsal
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espinal, en niveles cervicales, se observaron en el DF
dos componentes de fibras ascendentes, lateral y
medial, que en niveles rombencefálicos están separados
por una zona ocupada por aferencias del oido interno
(Fritzsch, 1988). El lateral coincide con nuestra
descripción de las aferencias primarias, si bien podría
igualmente conLener nones no primarios del PDCS,
presente en otros vertebrados (A. Muñoz y cols.,
1995b). El medial, formado por fibras gruesas
densamente empaquetadas, se extiende rostralmente
hasta niveles medios rombencefálicos, donde termina
en el lóbulo de lalínea lateral. Dicho componente está
formado por aferencias de la segunda raíz del complejo
de los nervios glosofaríngeo y vago, cuyas ramas
descendentes alcanzan niveles espinales, donde
ingresan en el DF (Rolh y Wake, 1985).
La presencia de aferencias primarias espinales
que ascienden en el DF, para terminar en la región del
óbex, disÉintos centros rombencefálicos y en el
cerebelo, constituye un carácLer común en el cerebro de
los verLebradOs, aunque existen algunas diferencias
respecto a los distinLos lugares de destinodescritos en
los diferentes trabajos (ver Tabla 1 del artículo 2), que
quizás reflejen variaciones en cuanto a las
aproximaciones experimentales empleadas para su
esLudio. Así, se ha observado un patrón de
organización similar en agnatos (Nortlicutt y
Ebbesson, 1980; Ronan y Nortlicutt, 1990; Dubuc y
cols., 1993), condrictios (Hayle, 1973a; Ebbesson y
Hodde, 1981), teleósteos (Ob y cols., 1986; Ronan y
NorthcutL, 1990), anfibios (Joseph y Whitlock,
1968a, Anta] y cols., 1980; Nikundiwe y cols., 1982,
M. Muñoz y cols., 1991; A. Muñoz y cols., 1995b),
reptiles (Ebbesson, 1967, 1969; Jacobs, 1968; Joseph
y Whitlock, 1968b; Pedersen, 1973; iacobs y Sis,
1980; Kusuma y Len Donkelaar, 1980; Ebbesson y
Goadman, 1981; Kúnzle, 1982; Kúnzle y Woodsosi,
1983), aves (Karten, 1963; van den Akker, 1970;
Wild, 1985) y mamíferos (Willis y Coggesball,
1991). La ps-esencia de proyecciones esp¡nales no
primarias dcl PDCS en el DF, se ha demostrado hasta
el momento en todos los verLebrados terestres
(Rustioni, 1973; Angaut-Petit, 1975a,b; Rustioni y
Kaufman, 1977; BennetÉ y cols., 1984; Giesler y
cols., 1984; Funke, 1988; Len Donkelaar y de Roer-
van Huizen, 1991; Pr¡tz y Stritzel, 1994; A. Muñoz y
cols., 1995b). Sin embargo, su existencia en agnatos,
elasmobranquios y ÉeleósLeos no ha sido investigada
hasta el momento.
Proyecciones ¡ncIufda~ en el funículo dorsolaleral
QIEL
En el presente estudio se ha demostrado la
existencia en anuros de un sistema de proyecciones,
originado en todos los niveles espinales, que asciende
a través del funículo dorsolateral. Hemos observado
que rostralmente a la aplicación de los diversos
trazadores en distintos niveles espinales, dicho sistema
inerva los campos espinales dorsal y lateral, y con
mayor densidad el núcleo cervical lateral en el nivel
cervical superior. ESLa última proyección se ha
propuesLo como el equivalente en anfibios del tracto
espinocervical (ver capitulo 5 de lapresenLe memoria).
Algunas de las fibras que alcanzan el núcleo cervical
lateral, a través del DLF, corresponden a aferencias
primarias braquiales que ascienden por el tracto de
Lissauer (Joseph y Whitiock, 1968a, Antal y cols.,
1980; Nikundiwe y cols., 1982, M. Muñoz y cols.,
1991; A. Muñoz y cols., 1995b). A lo largo del
rombencéfalo las fibras del DLF se desplazan
ventrolateralmente y ascienden inmediatamente
127
Sistemas somatosensoriales en anfibios PROYECCIONES ESPINALES ASCENDENTES 3.3
ventrales al tracLo descendente del nervio trigémino,
organizando proyecciones que alcanzan el polo caudal
del núcleo del tracto solitario, y mayoritariamente la
formación reticular lateral, y rostralmente el área
parabraquial en la región subcerebelosa. Un menor
número de fibras penetran en la capa granular dcl
cerebelo, y otras continúan rostralmente para terminar
en el polo caudal del núcleo posterodorsal tegmesital
mesencefálico. En algunas ocasiones se observaron
fibras cruzando en la comisura del velo medular
anterior. En todos los casos se observó una inervación
más densa desde niveles cervicales y torácicos que
desde niveles espinales lumbares.
En Pleurodeles walt!, en experimentos con
aplicaciones de trazadores a nivel cervical, se observó
un patrón de marcaje similar al de anuros. Las fibras
ascendenLes en el DLF organizan, en niveles cervicales
superiores de transición con el rombencéfalo, un
campo denso de terminales en la región ventrolaLeral
del asta dorsal. Dicho campo Lerminal ya fue sugerido
en Ambys¡on¿a tigrinum por Herrick (1930). En dicha
localización se ha considerado la posible existencia del
equivalente en urodelos del núcleo cervical lateral de
mamíferos, debido a sus proyecciones al torus
semicircularis y al tálamo ventral (ver capItulo 6 dc la
presenLe memoria>. En experimentos con aplicaciones
de BOA en la segunda raíz dorsal espinal se observó
quealgunas aferencias braquiales ascienden en el tracto
de Lissauer, a través del DLF, hasta niveles del núcleo
glosofaríngeo y alcanzan a nivel del óbex el núcleo
cervical lateral (ver capiLulo 6 de lapresente memoria).
Las fibras no primarias del DLFascienden a través del
rombencéfalo en la sustancia blanca inmediatamente
ventral al tracto descendente del nervio trigémino hasta
niveles más rostrales, dando a lo largo de todo su
recorrido fibras varicosas terminales quepenenn hasta
lagris periventricular entre los niveles de las raíces del
complejo glosofaríngeo-vago y la del trigémino.
Rostralmente inervan densamente la región
subcerebelosa y en menor medida el Legmento
mesencefálicocaudal.
La existencia del tracto espinocervical en cl
DLF, descrito inicialmente en mamíferos (ver Will¡s y
Coggeshall, 1991), es un hecho más común en el
cerebro de Lodos vertebrados de lo que se suponía (ver
tabla 2 del articulo 2). Su presencia se ha demostrado
recientemente en anfibios (ver capitulo 5 de la presente
memoria). Además existen evidencias que sugieren que
dicho sistema existe en agnatos (NorÉhcuÉt y
Ebbesson, 1980; Ronan y Northcutt, 1990),
cosidrictios (Hayle. 1973a,b; Ebbesson y l4odde,
1981), teleósteos (Hayle, 1973a,b; Finger, 1981; ¡Lo y
cols., 1986), reptiles (Ebbessosi, 1967; ¡Cunde y
Woodson, 1982), así como en aves (van den Akker;
1970; Funke y Necker, 1986; Fusike, 1988; Neckcr,
1991). Otras proyecciones a través del DLF descritas
en anfibios en el presente trabajo incluyen las
espinosoliLarias, espinoreticulares y
espinoparabraquiales que son igualmente comunes en
todas las clases de vertebrados (ver Tabla 2 del artículo
2). Por último, las proyecciones espinales que a través
del DLF alcanzan el tegmento mesencefálico caudal,
tanto en anuros como en urodelos, podrían representar
el equivalenLe de las proyecciones espinales en
mamíferos que terminan en la sustancia gris
periventricular y en el núcleo cuneiforme (Nijensohn
and Kerr, 1975; Zemían et al.. 1984; Bjórkeland and
Boivie, 1984; Hylden et al., 1986; Yezierski, 1988;
Bernard eL al., 1995).
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Proyecciones incluidas en el cuadrante ventral
ventmípteral (funículos ventral y vesilrolaterall (VO
)
En nuestros experimentos cosi aplicaciones de
diversos trazadores en el asta dorsal de distintos niveles
espinales en Rano perezí y Xenopus loe vis hemos
observado que las proyecciones espinales ascendentes
presentes en el VQ, son bilaterales aunque con
predominio contralateral. Dichas proyecciones se
originan en neuronas espinales, cuyos axones se
dirigen ventromedialmente en el mismo nivel en el
que se encuentra el soma neuronal, ingresan en el VQ
y ascienden hasta distintos centros supraespisiales. El
presente estudio de trazado neuronal, demuestra un
patrón más amplio en cuanto al número de centros
rombencefálicos y mesencefálicos inervados por el VQ
que los resultados descritos en trabajos previos,
obtenidos mediante técnicas degenerativas (Ebbessosi,
1969, 1976; Hayle, 1973a). En niveles
rombesicefálicos numerosas fibras terminan en los
núcleos inferior, medio y superior de la formación
reticular medial, mientras que la formación reticular
lateral recibe únicamente algunas fibras. Los núcleos
motores de los nervios glosofaríngeo y vago, y los del
rafe y descendente del nervio trigémino están
igualmente inervados. Más rostralmente, las fibras del
VQ inervan la región SiLuada enLre los núcleos
moLores de los nervios trigémino y facial, y de manera
más dispersa la sustancia gris central rombencefálica y
los núcleos dorsal y ventral del nervio octavo.
Algunas fibras terminan en la región subcerebelosa y
en la capa granular del cerebelo. En niveles ístmicos
se observaron fibras marcadas en regiones
ventromediales, ventrolaterales y mediales al núcleo de
istmo. En el mesencéfalo caudal el VQ inerva los
núcleos posterodorsal y posteroventral tegmentales,
aunque la mayor parte de las fibras presentes en este
nivel, se dirigen dorsalmente para inervar los núcleos
laminar, magnocelular, principal y en menor medida el
comisural del torus semicircularis, y el techo óptico.
La presencia en el VQ dc aferencias espinales
(presente estudio), trigeminales <M. Muñoz y cols.,
1994, A. Muñoz y cois., 1995b), y de los núcleos de
la columna dorsal (Wilczynski, 1981; Wilczynski y
Neary, 1986; A. Muñoz y cols., 1994b, 1995b) y
cervical lateral (A. Muñoz y cols, 1995b, artículo 3
del capItulo 5 de la presenLe memoria) permiten la
llegada de información somatosensorial al torus
semicircularis, y por tanto la existencia de un mapa de
representación de la superficie corporal en dicho
centro, descrito por Comer and Orobstein (198 lc), que
interviene en la elaboración de respuestas frente a
estímulos tactiles (Comer and Grobstein, 1981a,b>.
En niveles mesencefálicos rostrales hemos observado
fibras en la sustancia gris pretectal y pretoral, en la
comisura posterior, así como en las regiones
anterodorsal y anteroventral mesencefálicas, donde se
han descrito el núcleo rojo y el núcleo del fascículo
longitudinal medial.
En estudios morfológicos, basados en
técnicas degenerativas (Ebbesson, 1969; Hayle, 1973),
no se han descrito hasta el momento proyecciones
espinotalámicas directas. Sin embargo, Vesselkisi y
cols. (1971), en un estudio electrofisiológico en Rano
temporaria mediante estimulación del nervio ciático,
demostraron el procesaniienLo bilateral de información
somatosensorial en Loda la extensión rostrocaudal del
tálamo dorsal.
En los dos artículos del presente capitulo
mediante trazado anterógrado se demuestra laexistencia
de proyecciones espinolalámicas directas, a través del
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sistema VQ, que alcanzan el tálamo dorsal y ventral.
En el tálamo dorsal se observó un escaso número de
libras marcadas en los núcleos posterior, central y en
menor medida en el anterior. Sin embargo, la mayor
densidad de fibras termina en la parte dorsomedial dcl
tubérculo posterior, y en los núcleos ventrolateral
(división ventral) y ventromedial del tálamo ventral.
En urodelos Herrick (1936, Ambystoma
tigrinum) sugirió la inervación espinal de la zona
medial del tálamo dorsal. Sin embargo, estudios
basados en técnicas de degeneración anterógrada
(Nieuwenhuys y Cornelisz, 1971) o en técnicas de
trazado con HRP (Wicht y Himstedt, 1988) no han
confirmado las consideraciones de Herrick, En el
presente estudio, en Pleurodeles walt!, se ha
demostrado, al igual que en anuros, la presencia de un
sistema de fibras ascendentes en el VQ que terminan
en la formación reticular rombencefálica, área
octavolateral y cerebelo. En el mesencéfalo se
observaron fibras terminales marcadas en la sustancia
blanca adyacente al torus semicircularis, áreas
íegmentaies, y en menor número en el Lecho ópLico.
En el diencéfalo, la mayoría de las fibras termina en el
tálamo ventral, si bien se observó un menor número
en las zonas anteroventra] y porterodorsal del tálamo
dorsal.
No existen datos en la bibliografía sobre la
localización y morfología de las neuronas que originan
las proyecciones espinales ascendentes en anfibios. En
el articulo segundo de este capitulo se presentan
resultados correspondientes a experimentos con
aplicaciones de RDA en el tálamo ventral, torus
semicircularis y núcleo reticular inferior. En todos los
casos se observó un mayor número de neuronas
contralaterales que ipsilaterales, retrógradamente
marcadas en la médula espinal, de acuerdo con los
daLos de trazado anterógrado anteriormente descritos,
procedentes de experimentos con aplicaciones dc
distintos trazadores en la médula espinal.
En los casos en que se realizaron aplicaciones
de RDA en el tálamo se observaron neuronas de
diferentes morfologías en niveles cervicales y
torácicos, mayoritariamente en el campo dorsal, y en
menor número en el lateral y ventral. Las aplicaciones
de RDA en el torus semicircularis marcaron células
preferentemente en niveles cervicales y en menor grado
en segmentos torácicos y lumbares, en las zonas
profundas del campo dorsal, y en los campos lateral,
venuomedial, ventrolateral y lateral motor. En
experimentos con aplicaciones de RDA en el núcleo
reticular inferior se obtuvieron neuronas marcadas
hasta niveles lumbares superiores, aunque la mayor
densidad neuronal se observó en segmentos cervicales,
en los campos dorsal (superficial y profundo), lateral,
ventromedial y ventrolateral.
En experimentos en Pleurodeles walt! con
aplicaciones de trazadores retrógrados en el tálamo
ventral y en el torus semicircularis, resultaron
marcadas neuronas, en su mayoría contralaterales
preferentemente en el asta dorsal, y en menor número
en la zona intermedia y el asta ventral en niveles
espinales cervicales.
La presencia de un sistema de proyecciones
ascendentes espinales en el VQ, que en ocasiones se ha
denominado lemnisco espinal debido a los trabajos de
Herrick (1948) en Ambys¡oma tigrinum, es un
caracter común en elcerebro de los vertebrados, si bien
existen diferencias en cuanto a los distintos tractos
incluidos en dicho sistema en cada grupo (ver tabla 3
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del artículo 2). Sin embargo, dichas diferencias, al
menos en parte, podrían ser debidas a las distintas
metodologías aplicadas en cada estudio. La presencia
en el VQ del tracto espinoreticular es común en Lodos
los vertebrados. Sin embargo, el tracto
espinocerebeloso ventral parece estar únicamente
presente en gnatóstomos. Las proyecciones
espinomesencefálicas son pmpias de todas las clases de
vertebrados, en particular terminando en la región
intercolicular. Keveter y Willis (1984) basándose en
resultados negativos en anamniotas, procedentes de
estudios previos de degeneración anterógrada (Hayle,
1973a; Ebbesson, 1969), y de trazado neurona] (Neay
and Wilczynski, 1977, 1979), describieron la presencia
de proyecciones espinotalámicas como un carácter
exclusivo de amniotas, con la excepción de algunos
condrictios (Ebbesson y Hodde, 1981) en los que su
presencia se consideré un carácter que evolucioné
independientemente (Keveter y Willis, 1984). Sin
embargo, trabajos posteriores en teleósteos (Murakami
e Ito, 1985), anfibios (presente capítulo), y
posiblemente en agnatos (Ronan y Nothcutt, 1990),
han demostrado proyecciones espinotalámicas en
anamniotas, por lo que la presencia de dichas
proyecciones directas debe considerarse como un
carácter común para todos los vertebrados.
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CAPÍTULO 4
Ontogenia del sistema Columna Dorsal-Lemnisco Medial
4.1.- Early development of dorsal column-medial lemniscal
projections iii tite clawed toad, Xenopus laevis
4.2.- Comentarios
132
Sistemas somatosensoriales en anfibios ONTOGENIA DEL SISTEMA COLUMNA DORSAL-LEMNISCO MEDIAL
Early development of dorsal column-medial
lemniscal projectiotas in the clawed toad Xenopus
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ABSTRACT
In Xenopus laevis fluorescent dextran amines
were applied to study tbe development of llie dorsal
column-medial lemniscal projection: rhodamine
dextran amine was applied aL the mesodiencephalic
border to retrogradely label me celís of origin of the
medial lemniscus in tbe dorsal column nucleus
(DCN); fluorescein dextran amine Lo me apina] cord
Lo anterogradely label me primary afferent projections
to me DCN. Re first mesodiencephalic projections
were found at stage 51, i.e. almost immediately after
spinal afferent fibers had reached the DCN.
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root ganglion (DRO) celís to Ihe DCN precedes the
In terrestrial vertebraLes, basically Lwo
systems of ascending spinal projections are found: (1)
aprimary afferent ascending spinal projection via the
dorsal funiculus Lo the dorsal column nucleus (DCN),
giving risc to <he medial temniscal pathway to dic
thalamus; (2) a secondary afferent projection via the
lateral funiculus, i.e. the spinal lemniscus, Lo the
reticular formation, mesencephalon and thalamus25.
Despite rather extensive somatotopically arranged
spinal afferents to tite anuran dorsal column
nucíeusí~9.l3.í9, only a relatively sparse lemniscal
channel projecting to tite torus semicircularis in tite
midbrain, asid Lo Lhalamic levels, appears Lo be
present11 ,24, In frogs somatosensory information
reaches Ihe striatum2 2 and the medial
pallium10’14’21 via various titalamie nuclei.
Developmental studies4’18 indicate taL tite
dorsal column-medial 1emn~scal projection arises
rather early in development. In Xenopus laevis, HRP
applications aL dxc mesodiencephalic bordes- (see Fig.
1) showed titat in late Xenopus laevis tadpoles,
neurons dorsal and lateral to te solitary tracÉ were
labeled, contralateral to <he application side, in
keeping with daLa in adult ranid frogs1 ~ This
perisolitary basid includes adorsal column nucleus asid
te caudal pan of tite descending trigeminal nucleus.
¡n such HE? experiments (for details on techniques
see ref. 18) <lic presence of DCN-thalamic projections
at least as early as stage 56 could be shown. Similar
observatiosis were made iii bullfrog (RaM ca
4resbeiana)
tadpoles
4: retrograde labeling of DCN celís could be
obtained by stage VHI/1X17, comparable to
Nieuwkoop asid Fabers12 stage 54 in Xenopus
laevis. These data suggest that te projection of dorsal
projection of diese second-order celís to te titalamus.
Data from tite opossum68 are consistent with tese
observations. In tite rat, however, a temporal overlap
has been reported between te arrival of primary
afferent projections Lo tite gracile nucleus23, and tite
developmcntof thalamic projections from tite DCN2.
In te present study fluorescent dextran
amines, sensitive tracers particu¡arly useful in
developmental studies5, were used to analyze tite early
development of te DCN-mediai lemniscal projection
in Xenopus laevis. (Tetramethyl)rhodamine dextran
amine (RDA; D-1817; Molecular ¡‘robes Inc.,
Eugene, OR, USA) was applied al the
mesodiencephalic border or aL te torus level in te
rostral m¡dbrain to retrogradely label te celís of
origin of tite medial lemniscus. Contralaíerally,
fluorescein dextran amine (FDA; D-1820) was applicd
lo tite dorsal funiculus or Lo DRO aL cervical levels to
characterize <bat panof tite perisolitary band receiving
primas-y spinal afferents. In about 35 Xevwpus taevis
tadpoles ranging from stage 47, i.e. aL te time of te
appearance of tixe limb buds, until síage 6612
(metamorphosis complete), RDA and EDA,
recrystallized from distilled water onto sharp tungsten
needíes, were applied under tricaine
metanesulpitonate (0.1 mg/ml tap water; MS 222;
Sandoz). After survival times of 2-3 days, animals
were reanestitetised wit an overdose of M5222, asid
perfused through tite heart with 0.1 M phosphate
bulfer (pH 7.4) followed 1»’ a fixative containing 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer. The brain and
(rostral) spinal cord were dissected out, embedded in
polyacrylamide18, lefÉ overnigitt in 15% saecharose
in 0.1 M pitospitate buffer, asid cut on a freezing
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microtome aL 40 ,.J.m, eitlier transversally or
horizontally. They were mounted in glycerin-gelatin.
Tite patíern of labeling in representative experiments
is shown in Fig. 2.
Following RDA application al the
mesodiencephalic border or rostral tegmentum
mesencephali (including tite torus semicircularis),
retrogradely labeled celís were observed in tite dorsal
column nucleus as early as stage 51 (see Hg. 2A>.
Tite localization of <bis neuron population coincides
witb tite place of arborization of ascending collaterals
of spinal primary afferents (PAFs; Hg. 2A, arrow).
FDA-labeled PAPs were found ascending through te
dorsal funiculus and along Lissauers tract. At te
level of tite dorsal column nucleus tite PAFs give of!
collaterals that pass ventrally into te grey matíer
where tite RDA labeled celís were found (Fig. 2A).
The dendrites of tese celís extend laterally and
dorsally Lo tite as-ea of FIJA labeling. A few laterally
situated neurons extend iheir dendrites dorsomcdially.
The axosis of the DCN neurons could be traced
ventromedially Lo cross te mídline towards the
contralateral ventral ascending pathway in tite
brainstem. In stage 51 tadpoles, only a few labeled
celís were found. Tite number of labeled DCN-
neurons increased from stage SIto 55 (e.g. Fig. 2B).
From siage 55 on a more or less adulí pauern of
rostrallyprojecting DCN celís eould be observed (see
Fig. 2C,D).
By applying FIJA Lo te dorsal funiculus, in
general aH fibers passing rostrally aL tite level of
application, mostly tite tird spinal segment (brachial
enlargement), were labeled. In a» of tite stages studied
te. from stage 47 until 66, labeled PAFs could be
observed (Fig. 2), but a progressive increase of te
projectiosis in tite youngest stages studied(47-52) was
observed. In a previous study18 it was shown taL
around stage 48 projcctions from DRO celís reach tite
level of te devcloping DCN, but only from non-
limb bud-innervatíng DRO. Limb bud innervating
ganglia give risc Lo ascending collaterals definitively
later in development. AL stage 52 a few ascending
branches extended into tite brain stem20. By slage 53
alí spinal ganglia including lumbar DRO send
ascending collaterais Lo te brain stem18. In addition
Lo tite anterogradely labeled PAFs, a few retrogradely
labeled neurons were found ipsilaterally in tite DCN,
aL leasí as early as stage 51. Tite number of caudally
projecting DCN celís increased in later stages.
The present data show taL tite anuran dorsal
column-medial lemniscal system arises carlier titan
previously thought’tlS. Tite first mesodiencephalic
projections from tite dorsal column nucleus wcre
(cusid aL stage 51, i.e. aoL much later tan projcctions
of DRO celís reach te area of tite DCN. It should be
noted, however, titat te first spinal projectiosis
reaching te developing dorsal column nucleus arise
from Éhoracic DRO cells3’15’16’18. During
development, primary sensory neurons innervate
peripheral targets and ¡hen fonn central connections
appropriate Lo tese iargets15t6~2’1. Tite projection of
titoracie DRO celís Lo te DCN precedes Lite
projection of tese second-order celís Lo te titalamus.
It seems likely tal tite projectiosis of cervical and
lumbar DRO celís Lo the DCN also precede te
projection of related second-order celís giving rise Lo
tite medial lemniscus. Current researcit is focussed on
tite application of tite sensitive tracer, biotylinated
dextran amine, Lo dorsal root ganglia, in combination
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with te application of titis tracer at tite
mesodiencephalic border. In titis way it can be
established which DRO celís innervate particularly
DCN neurons.
The autitors would like to titank Mr. Ron
Engels and Mr. Henny Eikholt for breeding and
taidng care of te animals, Mr. Jelle Eigenstein for
help witit te confocal laser microscope aL te
Department of Experimental Zoology, Mr. Cor de
Bruyn for help wi<b tite photomicrograpits, and Mrs.
Cocky Udo for typing te manuscript.
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Early development of dorsal column-medial
lemniscal projections in the clawed toad Xenopus
laevis
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En vertebrados terrestres el sistema columna
dorsal-lemnisco medial está formado por las
proyecciones aferentes espinales, primarias y no
primarias, que alcanzan los núcleos de la columna
dorsal a través del funículo dorsal, y por las
proyecciones eferentes de éstos que constituyen el
lemnisco medial, el cual asciende contralateralmente
hasta el mesencéfalo y el tálamo (Willis y
CoggeshaLL, 1991).
En anfibios existe un sistema de aferencias
espinales primarias, somatotópicamente organizado,
que alcanza el núcleo de la columna dorsal (DCN)
(AnIS y cols., 1980; Nikundiwe y cols., 1982; Urbán
y Székely, 1982). Sin embargo, parece existir un
canal lemniscal poco desarrollado, que proyecta al
Lorus semicircularis en el mesencéfalo, y a niveles
talámicos (Neary y Wilczynski, 1977; Wilczynski y
Neary, 1986).
Estudios sobre el desarrollo larvario de las
proyecciones espinales ascendentes (Forehand y Farel,
1982; ten Donkelaar y de Boer-van Huizen, 1991)
indican que la proyección columna dorsal-lemnisco
medial aparece en estadios tempranos del desarrollo.
ten Donkelaar y de Boer-van Huizen (1991)
demostraron que las aferencias primarias espinales
alcanzan laregión del óbex entre los estadios 48 y 53
(Nieuwkoop y Faber, 1967) en Xenopus laevis.
Foreitand y Farel (1982) en experimentos con
aplicaciones talámicas de HRP en distintos estadios
del desarrolloen Rana catesbejana, obtuvieron marcaje
retrógrado de neuronas del DCN en animales del
estadio VIII/IX (Taylor y Kollros, 1946), comparable
al estadio 54 de Nieuwkoop y Faber (1967) en
Xenopus laevis. Estos datos sugieren que el desarrollo
de la proyección de las neuronas ganglionares de las
ralces dorsales al DCN, precede al
talámica de este núcleo.
de la proyección
En mamíferos, los datos obtenidos en la
zariguella (Johnson y cols., 1972; Martin y cols.,
1983, 1987) coinciden con dichas observaciones. En
la rata, sin embargo, se ha descrito un solapamiento
temporal entre la llegada de aferencias primarias al
núcleo gracilis, (Wessels y cols., 1991) y el desarrollo
de las proyecciones talámicas desde los núcleos de la
columna dorsal (Asanuma y cols., 1988).
En el presente capítulo se ha estudiado el
desarrollo de las proyecciones columna dorsal-
lemnisco medial en Xenopus laevis, mediante la
aplicación en animales entre los estadios 47 y 66 del
desarrollo, de dextrano aminas combinadas con
rodamina (RDA) en el torus semicircularis y en la
zona mesodiencefálica, con objeto de marcar en el
DCN retrógradamente las células de origen del
lemnisco medial. En los mismos experimentos se
aplicó contralateralmente dextrano aminas combinadas
con fluoresceína (FIJA) en lamédula espinal o en los
ganglios de la raíces dorsales, conobjeto de marcar las
proyecciones aferentes alDCN.
Las aplicaciones de RDA en la zona
mesodiencefálica o en el torus semicircularis marcaron
neuronas en el DCN desde el estadio 51, en el que
observa un escaso número de células, que se
incrementa progresivamente entre los estadios 51 y
55. A partirdel estadio 55 se establece un patrón, más
o menos semejante aldel adulto, de neuronas del DCN
de proyección rostral. La localización de esta
población neuronal, coincide con el sitio de
arborización de las fibras primarias espinales,
marcadas anterógradamente con FIJA desde los
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ganglios dorsales o la médula espinal, que ascienden a
través del funículo dorsal y del tracto de Lissauer en el
funículo dorsolateral. Asimismo se observó que las
dendritas de las neuronas del DCN, marcadas con
RDA, se extienden dorsal y lateralmente hacia el área
ocupada por las fibras marcadas con FIJA. En todos
los estadios estudiados se pudieron observar aferencias
primarias espinales marcadas, pero se produce un
incremento progresivo del número de fibras entre los
estadios 47 y 52.
En un estudio previo ten Donkelaar y de
Roer-van Huizen (1991) demostraron que hacia el
estadio 48, las proyecciones desde neuronas de los
ganglios de la raíces dorsales alcanzan el DCN, pero
únicamente desde los ganglios torácicos que no
inervan los primordios dc las extremidades. Los
ganglios que inervan las extremidades originan ramas
ascendentes en estadios más avanzados. En el estadio
52 algunas fibras alcanzan el tronco cerebral (van Mier
y ten Donkelaar, 1988), y en el estadio 53 todos los
ganglios espinales, incluyendo los lumbares, envían
colaterales ascendentes al tronco cerebral (Len
Donkelaar y de Roer-van Huizen, 1991).
cols., 1986; Smith y Frank, 1988a. b; ten Donkelaar
y de Roer-van Huizen, 1991). Durante la ontogenia,
las neuronas sensoriales primarias inervan primero las
dianas periféricas y posteriormente establecen
conexiones centrales apropiadas a dichas dianas (Smitit
y Frank, 1988a, b; van Mier and ten Donkelaar,
1988). ten Donkelaar y de Roer-van Huizen <1991)
observaron que los axones de las neuronas de los
ganglios cervicales y lumbares, alcanzan el área del
DCN en los estadios 52-53. Nuestros resultados
demuestran quedurante losestadios 51 a 55 se produce
un incremento en el número de células del DCN cuyos
axones llegan al borde mesodiencefájico. Por lo tanto,
parece probable que el desarrollo de las proyecciones
primarias al DCN desde los ganglios cervicales y
lumbares (estadios 52-53), preceda igualmente al
aumento de la proyección lemniscal desde las neuronas
del DCN, relacionadas con dichas aferencias, pudiendo
existir así, en la ontogenia de las proyecciones
somatosensoriales, un patrón de determinación
periférico-central del sistema columnadorsal-lemnisco
medial.
El presente estudio demuestra que el sistema
columnadorsal-lemnisco medial en anuros, se origina
en estadios anteriores a lo que se habla descrito
previamente (Forehand y Farel, 1982; ten Donkelaar y
de Roer-van Huizen, 1991). Nuestros resultados
indican que laproyección de las neuronas ganglionares
torácicas al DCN, precede al desarrollo de la
proyección talámica de dicho núcleo. Las primeras
proyecciones mesodiencefálicas desde el DCN se
originan en el estadio 51, poco después de que este
núcleo reciba las primeras aferencias espinales, desde
células ganglionares torácicas (estadio 47) (Clarke y
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